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Aglomeracija – proces povezovanja delcev v aglomerat, to je skupek delcev, ki jih 
povezujejo šibke kemijske vezi. 
 
Agregacija – proces povezovanja delcev in nastanek agregatov, med katerimi so močne 
kemijske vezi. 
 
Apoptoza – je normalen fiziološki proces odmiranja celic, ki ga lahko sprožijo 
nepopravljive poškodbe DNA. Ima dve obliki sprožitve, in sicer notranjo (iz angl. 
intrinsic) (signali povzročijo puščanje citokroma c iz mitohondrijev, kar zahteva prehod 
zunanje mitohondrijske membrane) in zunanjo (iz angl. extrinsic) (signali povzročijo smrt 
celice z vezavo liganda na receptorje smrti). S tem se aktivirajo celične kaspaze, ki vodijo 
do iniciacije serije biokemičnih procesov in sprememb v celici. Na koncu nastanejo 
apoptotska telesa, ki jih fagociti odstranijo v procesu fagocitoze. 
 
Biorazgradljivost – popolna odstranitev tujega materiala in njegovih netoksičnih 
razgradnih produktov iz telesa. Netoksični produkti se dokončno izločijo preko osnovnih 
metabolnih poti.  
 
Dendrimer – polimerne razvejane strukture, ki so sestavljene iz jedra, notranjosti iz 
ponavljajočih se enot ter iz perifernih funkcionalnih skupin. 
 
Hitosan – kationski linearni polisaharid, sestavljen iz naključno razporejenih enot D-
glukozamina in N-acetil-D-glukozamina. Je naravni polimer, pridobljen z delno 
deacetilacijo hitina. 
 
Kancerogeneza – proces, ki ima za rezultat maligno transformacijo celice, ki lahko vodi 
do nastanka tumorjev. Na proces lahko vplivajo različni kancerogeni dejavniki, med njimi 
tudi oksidativni stres. 
 
Koloidi (iz angl. colloid) – nano ali mikrodelci, razstopljeni v mediju. Takšni tekočini 
pravimo koloidna raztopina. Med koloide uvrščamo gele, aerosole in emulzije.  
 
Kristaliničnost (iz angl. crystallinity) – ali temperatura steklenega prehoda Tg (iz angl. 
glass transition temperature). 
 
Kvantne pike – (iz angl. quantum dots) so velike med 2–20 nm in imajo posebne 
električne in optične lastnosti, ki so odvisne od njihove velikosti. Gre predvsem za ND iz 
polprevodniških spojin, na primer kadmijev selenid, galjiev nitrit itd, ki jih uporabljajo v 
medicinski diagnostiki. 
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Mehanizem baznega izrezovanja (iz angl. base excision repair; BER) – DNA 
popravljalni mehanizem, ki popravlja poškodbe, ki po posledica oksidacije, alkilacije, 
deaminacije in izgube pirimidina ali purina. Poznamo dve poti BER, prva popravi en 
nukleotid, druga pa vsaj dva. 
 
Nanocevke - cilindrične strukture, ponavadi manjše od 5 nm, ki imajo posebno jakost in 
električne lastnosti. Zelo pogosto jih tvori ogljik, te imenujemo ogljikove nanocevke 
(CNT), ki so lahko eno ali več stenske. 
 
Nanosenzor – naprava, ki na nanoskali meri in podaja povratne informacije o analitu. 
Ločimo mehanske in kemične nanosenzorje, ki zaznavajo in se odzivajo na specifično 
tarčo (na primer DNA), sevanje, kemikalije, okoljsko onesnaženje ali druge biološke 
agense, lahko pa spremljajo tudi fizikalne parametre, kot je temperatura. Zato imajo 
nanosenzorji številne možnosti aplikacij v medicini in na drugih področjih. 
 
Nekroza – je patološka celična smrt, za katero je značilno nastajanje vakuol in nabrekanje 
celice. 
 
NF – κB – jedrni transkripcijski faktor. Občutljiv je na redoks stanje in sproži aktivacijo 
vnetnih genov (TNF α, IL). 
 
p53 – tumor-supresorski gen, ki deluje kot transkripcijski faktor in uravnava izražanje 
različnih genov, vpletenih v zaustavitev celičnega cikla in apoptozo. Njegovo nepravilno 
izražanje je značilno za mnoga rakava/maligna obolenja, saj vodi do nepravilne (prehitre) 
delitve celic.  
 
Senescenca – biološko staranje. 
 
Zeta potencial – ali elektrokinetični potencial, ki nastane, ker se nabit delec zaradi vpliva 
električnega polja giblje v raztopini elektrolita. Definiran je kot razlika v potencialih med 
mejno plastjo delca in notranjostjo raztopine. 
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SIMBOLI IN OKRAJŠAVE 
 
B[a]P  benzo(a)piren 
BSA goveji serumski albumin (iz angl. Bovine Serum Albumine) 
CYP   citokrom P450 (iz angl. cytochrome P450) 
DCF    fluorescenten 2’,7’-diklorofluorescin 
DCFH  2’,7’-diklorofluorescin 
DCFH-DA  2’,7’-diklorofluorescin diacetat 
dH2O  destilirana voda 
DMSO  dimetilsulfoksid 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
e- elektron  
ECACC  Evropska zbirka celičnih kultur (iz angl. European Collection of 
Cell Cultures) 
EDTA  etil diamin tetraocetna kislina 
EtOH  etanol 
FBS  serum govejega zarodka (iz angl. Fetal Bovine Serum) 
FE-SEM vrstični elektronski mikroskop z virom elektronov na poljsko 
emisijo (iz angl. Field Emission Scanning Electron Microscope) 
FTIR  infrardeča spektroskopija s Fourierjevo transformacijo (iz angl. 
Fourier transform infrared spectroscopy) 
HCl  klorovodikova kislina 
HepG2   celice humanega hepatoma 
IFN- γ interferon-gama 
L-glu  L-glutamin 
MEM   iz angl. Modified Essential Medium 
MTT  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid 
NaCl  natrijev klorid 
NaOH  natrijev hidroksid 
ND in/ali Np  nanodelci 
NEAA raztopina neesencialnih aminokislin (iz angl. Non Essential 
Amino Acids) 
NF – κB jedrni transkripcijski faktor  
O2
•- superoksidni radikal 
OḢ● hidroksilni radikal 
ONOO‒  peroksinitritni anion 
P/S  raztopina penicilina in streptomicina 
PBS  fosfatni pufer (iz angl. Phosphate Buffer Saline) 
PCL  poli-ε-kaprolakton  
PEI poli-etilen imin 
PGA  poli-glutaminska kislina 
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PLA poli-mlečna kislina 
PLGA  poli-(L-mlečna-ko-glikolna) kislina 
ROS   reaktivne kisikove zvrsti (iz angl. Reactive Oxygen Species) 
rpm obrati na minuto (iz angl. rounds per minute) 
Se0  elementarni selen 
SeL natrijev selenit (iz angl., sodium selenite) 
SEM  vrstični elektronski mikroskop (iz angl. Scanning Electronic 
Microscope) 
SeMSC Se-metiloselenocistein  
Se selen 
SeNp nanodelci selena (iz angl. selenium nanoparticles) 
Ser serin 
SeS selen monosulfid (iz angl. selenium monosulfide) 
siRNA mala interferirajoča RNA (iz angl. small interfering RNA) 
t-BOOH  tert-butil hidroperoksid 
TfR transferinski receptor 





Cundrič S. Preučevanje toksikološkega profila izbranih nanodelcev na celični liniji HepG2.                  1 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
1 UVOD 
 
Nanotehnologija je multidisciplinarno področje in lahko rečemo, da je eno od vodilnih v 
21. stoletju. Nanotehnologija izrablja posebne lastnosti nanomaterialov in jih prenaša v 
aplikacije za vsakdanjo uporabo na različnih področjih od industrije do medicine. 
Materiale na nanoskali odlikuje trdnost, imajo pa tudi posebne električne, optične in 
fizikalno-kemijske lastnosti. Nanotehnologija načrtuje in preučuje nanodelce (ND), ki so 
zelo majhni delci, prisotni vsepovsod okoli nas. Že več kot 20 let so predmet številnih 
raziskav, njihovo število se zaradi raznovrstnih možnosti uporabe ND le še povečuje. 
Predvideva se, da bi ND lahko revolucionarno vplivali na različne probleme in prinesli 
izboljšave na različnih področjih. Kljub temu ND predstavljajo tveganje za živa bitja in 
okolje, saj imajo, zaradi njihovih specifičnih lastnosti, lahko tudi neželene učinke 
(Pitkethly, 2004; Auffan in sod., 2009; Remškar, 2009; Suh in sod., 2009).  
 
Po številnih letih raziskovanj in kliničnih študijah je zdravljenje raka in drugih bolezni še 
vedno pereč problem. Za premostitev problema je potreben nenehen napredek in razvoj 
inovativnih metod zdravljenja. Nanodelci in sistemi za dostavo zdravilnih učinkovin nam 
omogočajo prav to, zato so preučevani za uporabo v medicini. Številne možnosti priprave 
različnih, selektivnih nanodelcev nam omogočajo ciljno delovanje in zmanjševanje drugih 
neželenih učinkov na celice. Obenem morajo zadostiti drugim kriterijem in zahtevam, ki se 
razlikujejo glede na namen uporabe. Za pripravo biomedicinskih sistemov je, na primer, 
zelo pomemben izbor materiala. Nanodelci lahko imajo tudi negativen vpliv na različne 
organizme. Lastnosti, zaradi katerih so nanodelci tako zanimivi za preučevanje in uporabo, 
so pravzaprav odgovorne tudi za njihove toksične učinke. Z opredelitvijo citotoksičnosti, 
oksidativnega potenciala in genotoksičnosti lahko ocenimo njihovo varnost uporabe in 
njihov vpliv na organizem. Rezultati študij so si pogosto nasprotujoči. Različni postopki 
sinteze, različne lastnosti, nezadostna karakterizacija nanodelcev ter neuniformnost 
postopkov so razlog, da rezultatov različnih toksikoloških študij ne moremo enostavno 
primerjati med seboj. Strokovnjaki na tem področju se zavedajo omenjenega problema in 
pozivajo k uniformiranju testnih postopkov. Prav tako je potrebno natančnejše ugotavljanje 
mehanizmov delovanja nanodelcev in študije njihovega morebitnega genotoksičnega 
delovanja pred njihovo uporabo. Ljudje in okolje smo, zaradi naraščanja možnosti uporabe 
nanodelcev, tem čedalje bolj izpostavljeni, zato so študije toksičnosti za oceno tveganja 
nujne.  
 
Cilj naloge je bil opredeliti varnost ND treh skupin skupin vzorcev ND, ki so jih 
sintetizirali na Inštitutu tehničnih znanosti Srbske akademije znanosti in umetnosti v 
Beogradu, Srbija (Preglednica 1):  
 Gole ND poli-ε-kaprolaktona (PCL), stabilizirane z različnimi koncetracijami poli-
glutaminske kisline (PGA),  
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 ND poli-(mlečne-ko-glikolne) kisline (PLGA) z inkapsuliranimi ND selena 
(PLGA/SeNp) in  
 ND selena, stabilizirane z različnima koncentracijama govejega serumskega 
albumina (BSA). 
 
Preglednica 1: Pregled v magistrski nalogi testiranih ND 
PCL PLGA  Se 
PCL brez PGA PLGA/SeNp Se z 0.7 w/w % BSA 
PCL z 0.05 (v/v %) PGA  Se z 0.15 w/w % BSA 
PCL z 0.5 (v/v %) PGA   
PCL z 1 (v/v %) PGA   
 
Na in vitro modelu s celicami človeškega hepatoma HepG smo določili citotoksičnost, 
oksidativni potencial in potencialno genotoksičnost navedenih ND. 
 
1.1 DELOVNA HIPOTEZA 
Predvidevamo, da bodo ND, ki jih bomo testirali v in vitro modelu s celicami HepG2: 
 delovali citotoksično,  
 povzročili nastanek oksidativnega stresa ter 
 povzročili nastanek poškodb DNA. 
 
Proučevani učinki bodo odvisni od vrste ND ter od, za tretiranje celic, uporabljene doze. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 NANODELCI 
ND so zelo majhni delci, med katere se po ožji definiciji prištevajo delci, ki so v eni 
dimenziji manjši od 100 nm. Po širši definiciji, uveljavljeni predvsem na področju 
farmacije in/ali medicine, se med ND uvrščajo tudi delci med 1 in 1000 nm. Nanomateriali 
oziroma ND velikosti med 1 in 250 nm pridobijo posebne lastnosti, ki niso značilne za 
njihovo večjo (iz angl. bulk) obliko. Učinki ND so tako razdvojeni med kvantne učinke 
atomov in molekul ter učinke večjih delcev/materialov na drugi strani (Pitkethly, 2004). 
Posebne lastnosti ND so povečana kemijska aktivnost, velika površina glede na maso, ter 
spremenjene kemijske in fizikalne lastnosti (Javda in Labhasetwar, 2002; Pitkethly, 2004; 
Remškar, 2009; Romero in sod., 2010). Manjši kot je delec, večjo površino ima glede na 
volumen, na svoji površini pa ima izpostavljenih več atomov oz. molekul. Posledično so 
manjši delci tudi bolj kemijsko reaktivni, zaradi česar radi tvorijo aglomerate. Združevanje 
v aglomerate zmanjša njihovo kemijsko reaktivnost, kar je glede na namen uporabe 
neželeno (Teeguarden in sod., 2007; Remškar, 2009).  
 
V tekočinah in plinih se približno okrogli ND zaradi naključnih trkov med molekulami in 
ND gibljejo naključno. Ta pojav imenujemo Brownovo gibanje. Značilno je za majhne 
delce in ga ne opazimo pri delcih, ki so vidni s prostim očesom (Remškar, 2009). Zaradi 
kinetičnih lastnosti se ND v raztopini obnašajo drugače kot večji delci. ND v raztopini niso 
stabilni in enostavno reagirajo z drugimi biološkimi komponentami, kot so proteini. 
Izključena ni interakcija med ND in sestavinami poskusnega sistema, celičnega gojišča 
(Suh in sod., 2009). Proteini okoli ND tvorijo plašč, t.i. proteinsko korono, ki jo lahko 
sestavljajo različni proteini in druge molekule. Vezava, ravnotežno stanje in disociacija 
proteinov na oziroma z ND, je odvisna od lastnosti proteina ter velikosti in hidrofobnosti 
ali hidrofilnosti površine delca (Cedervall in sod., 2007; Lundqvist in sod., 2008). V 
prisotnosti seruma, na primer v mediju s serumom, so delci stabilni dlje časa, saj serumski 
proteini nespecifično obdajo delce in preprečujejo interakcije med njimi (Chathrani in sod., 
2006; Shukla in sod., 2011). Stabilnost ND in njihovo težnjo za tvorbo aglomeratov lahko 
opredelimo z merjenjem zeta potenciala, ki nam da informacijo o naboju na delcih. Delci s 
pozitivno vrednostjo zeta potenciala (od 0 do +20 mV) so stabilnejši. Stabilnejši delci 
imajo na površini več naboja, zaradi katerega se ne združujejo v aglomerate, saj so med 
njimi razdalje večje. Pri negativnih vrednostih zeta potenciala se bodo ND, zaradi 
delovanja Van der Waalsovih sil, raje združevali v skupke (NanoComposix, 2016).  
 
Nestabilnost ND lahko preprečimo z dodatkom stabilizatorja ob njihovi sintezi ali z 
oksidacijo površine ND. Dodatek stabilizatorja prepreči njihovo aglomeracijo, vpliva na 
ustrezno morfologijo delcev ter lahko zniža toksičnost ND (Teeguarden in sod., 2007; 
Remškar, 2009; Gao in Xu, 2009; NanoComposix, 2016). Za stabilizacijo in zaščito ND 
lahko uporabimo tudi krioprotektivno sredstvo (Filipović in sod., 2014). 
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Po obliki so ND lahko okrogli, v obliki lističev, paličasti, kvantne pike ali nitkasti 
(Pitkethly, 2004; Remškar, 2009). Po izvoru ND delimo na inženirske, naravne in 
nenamensko proizvedene delce. Nenamensko proizvedeni delci nastajajo ob gorenju, 
izgorevanju biomase in fosilnih goriv ali izgorevanju motorja. Naravno proizvedene delce 
pa najdemo v naravi v obliki virusov, puščavskega prahu ali pa nastajajo tekom naravnih in 
bioloških procesov, kot je izbruh vulkana. Inženirske ND proizvajamo namerno in jih 
najdemo v proizvodnji materialov, avtomobilski, kozmetični, prehrambeni in farmacevtski 
industriji, medicini, biotehnologiji itd. Za biotehnološke aplikacije se na primer razvijajo 
sistemi za ciljno dostavo učinkovin, biosenzorji ter biokompatibilni in biopolimerni 
materiali (Pitkethly, 2004). Na medicinskem področju velik doprinos obetajo sistemi za 
dostavo zdravilnih učinkovin, zlasti pri zdravljenju številnih bolezni, kot so rakava 
obolenja in kardiovaskularna stanja (Lee in sod., 2012; Huang in sod., 2013; Utpal in sod., 
2014; Chen in sod., 2015). 
 
Glede na specifične lastnosti različnih ND, se ti lahko uporabljajo v različne namene: 
 polimerni ND – poli-ε-kaprolaktona (PCL) in poli-(mlečne-ko-glikolne) kisline 
(PLGA) se na primer uporabljata za izdelavo sistemov za dostavo zdravilnih 
učinkovin, za izdelavo vsadkov, vijakov ali pa biorazgradljive kirurške niti (Lee in 
sod., 2012; Huang in sod., 2013; Utpal in sod., 2014; Chen in sod., 2015); 
 ND metalnih oksidov (ZnO, TiO2 in Fe2O3) – ZnO in TiO2 najdemo v pigmentih, v 
kozmetičnih produktih, na primer v sončnih kremah, medicinski diagnostiki. TiO2 
uporabljajo tudi v prehranski industriji kot protimikrobno sredstvo, elektronskih 
vezjih, itd. (Gelis in sod., 2003; Remškar, 2009);  
 ND selena (Se), srebra (Ag), zlata (Au) – ND Se se uporabljajo kot sistemi za 
dostavo zdravilnih učinkovin, ND Ag se uporabljajo pri zdravljenju opeklin in 
drugih kroničnih poškodbah kože, pri genski terapiji ter tekstilni in v prehranski 
industriji, dodajajo ga tudi v barve itd.; koloidni delci Au so v uporabi kot 
označevalci v medicinski diagnostiki (Remškar, 2009) 
 magnetni ND železa (Fe) – supermagnetni anorganski oksidi se uporabljajo v 
medicinski diagnostiki (na primer magnetit (Fe3O4)) (Gupta A.K. in Gupta M., 
2005; Remškar, 2009); 
 ogljikove nanocevke – se uporabljajo na primer pri izdelavi teniških loparjev in v 
medicinski diagnostiki (Remškar, 2009); 
 kvantne pike – se uporabljajo v medicinski diagnostiki (Gao in Xu, 2009; 
Remškar, 2009); 
 miceli – za dostavo zdravilnih učinkovin (Husseini in Pitt, 2008; Zhang in sod., 
2011);  
 dendrimeri – se uporabljajo v tikvnem inžinirstvu, za dostavo zdraivlnih učinkovin 
in v slikovni diagnostiki (Lee in sod., 2005);  
 liposomi – se uporabljajo za dostavo zdravilnih učinkovin (Torchilin, 2005).  
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Z načrtovano sintezo nanomaterialov lahko vplivamo na njihovo stukturo in posledično na 
njihove lastnosti. Za sintezo ND je na voljo več različnih metod, v razvoju pa so tudi nove 
(Pitkethly, 2004), a vse niso primerne za uporabo v vseh aplikacijah. Tekom priprave ND 
lahko nastanejo škodljivi dejavniki, kot so toksični, reaktivni ostanki, na primer organskih 
topil, in neporabljeni monomeri. Hkrati se pojavi tudi možnost neželene kemijske reakcije 
in nastanka neželenih oligomerov (Bennet in Sanghyo, 2014). V literaturi najpogosteje 
opisane metode in/ali njihove kombinacije za sintezo biorazgradljivih polimernih ND so 
emulzifikacija, evaporacija topila, kombinacija emulzifikacije in evaporacije topila (iz 
angl. emulsification/evaporation method (o/w)), nanoprecipitacija, dializa, izsoljevanje, 
elektrorazprševanje ter tehnologija superkritičnega fluida, katere posebnost je, da 
pridobimo ND v suhi obliki (Makadia in Siegel, 2011; Singh in Ramaro, 2013; Bennet in 
Sanghyo, 2014; Filipović in sod., 2014; Yoneki in sod., 2015). ND lahko pripravimo tudi s 
polimerizacijo predhodno oblikovanih monomerov. Za pridobitev ND iz emulzij v suho 
obliko so na voljo različne tehnike sušenja, kot je liofilizacija (Bennet in Sanghyo, 2014). 
Sinteza ND Se lahko poteka s fotokatalizo, elektrokemijsko, z biosintezo, na primer v 
bakterijah Lactobacillus brevi, in z drugimi metodami (Faghfuri in sod., 2015; Chaudhary 
in sod., 2016). 
 
2.1.1 Razgradnja polimernih ND 
 
Hidroliza biopolimerov vodi do erozije polimera, ki lahko poteka s površinsko erozijo ali z 
globinsko erozijo celih delcev (Slika 1) (Göpferich, 1996; von Burkersroda in sod., 2002). 
Erozija polimera je odvisna od pogojev, pri katerih poteka, ter od velikosti delca.  
 
 
Slika 1: Površinska erozija (levo) in erozija celih delcev (desno) (Göpferich in Tessmar, 2002). 
 
Teoretični model, ki ga je postavil von Burkersroda in sod. (2002) kaže, da je erozija 
polimernega matriksa odvisna od njegove velikosti in lahko prehaja med površinsko in 
globinsko erozijo. Prehod med obema tipoma erozije nastane ob povečanju razmerja λ/Deff 
Cundrič S. Preučevanje toksikološkega profila izbranih nanodelcev na celični liniji HepG2.     6 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
(λ – reaktivnost vezi v polimeru; Deff – difuzivnost vode v polimer), ali povečanju 
velikosti. Pri zelo velikih polimerih, na primer, bo njihova erozija površinska, ne glede na 
tip polimera. Pri majhnih delcih bo površinska erozija prisotna v primeru nizke difuzije 
vode v polimer ali zelo hidrofobnega polimera. 
 
V telesu se polimerni ND lahko razgradijo na podlagi različnih dejavnikov, prisotnih v 
določeni niši v celici ali organizmu. Dražljaj je lahko fizikalen, kemični, biokemijski ali 
okoljski. Na razgradnjo lahko vpliva kombinacija dveh ali večih dejavnikov hkrati 
(Sanvices in Marco, 2008; Bennet in Sanghyo, 2014). Razgradnja je odvisna od velikosti 
ter oblike, zgradbe polimera, kristaliničnosti strukture (Tg), molekulske teže (Mw), 
površine delca, kemijskih značilnosti, količine zdravilne učinkovine in pH okolja (Makadia 
in Siegel, 2011). 
 
Razgradnja biopolimernih ND je predstavljena na primeru razgradnje delcev PLGA. 
Hidroliza večjih ND PLGA je hitrejša kot hidroliza manjših ND. Razgradnja PLGA poteka 
z globinsko erozijo celih delcev, in sicer v treh stopnjah (Jain, 2000; von Burkersroda in 
sod., 2002; Samadi in sod., 2013):  
1. naključno cepljenje verige s hidrolizo esterskih vezi in zmanjšanje molekulske teže 
(ne pride do zmanjšanja teže polimera),  
2. manjšanje molekulske teže in teže polimera – nastajajo topni monomerni in 
oligomerni produkti,  
3. popolna razgradnja polimera – iz oligomernih nastajajo monomerni produkti. 
 
Po hidrolizi molekule PLGA nastaneta monomera poli-mlečna kislina (PLA) in poli-
glikolna kislina (Slika 2), ki vstopita v Krebsov cikel in se dokončno metabolizirata v 
ogljikov dioksid (CO2) in vodo (H2O) (Kumari in sod., 2010). Razgradnja PLGA je 
najhitrejša, če sta PLA in poli-glikolna kislina v polimeru zastopana v enakem razmerju 
(50:50). Ker pa molekula PLA vsebuje metilno skupino (CH3), je bolj hidrofobna od 
molekule poli-glikolne kisline. Zato bo, če je več PLA, polimer PLGA bolj hidrofoben in s 
tem počasneje razgradljiv (Jain, 2000). 
 
  
Slika 2: Hidroliza molekule PLGA (cit. po Huh in sod., 2003). 
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ND PLGA imajo negativen površinski naboj, ki ga, z modifikacijami oziroma vezavo 
različnih spojin na površino, lahko spremenimo v pozitivni ali nevtralni površinski naboj. S 
tem vplivamo na hitrost razgradnje ND. Razgradnja ND PLGA-COOH bo hitrejša od 
razgradnje golega ND PLGA, saj so slednji bolj hidrofobni od ND PLGA-COOH (Samadi 
in sod., 2013). Na naboj na površini delca lahko vplivamo tudi z vezavo hitosana, 
pegilacijo (Danhier in sod., 2010), ali pa uporabimo stabilizatorje, kot sta BSA in poli-
etilen imin (PEI) (Romero in sod., 2010).  
 
2.1.2 Sistemi za dostavo zdravilnih učinkovin 
 
Nanotehnologija omogoča razvoj sistemov za dostavo zdravilnih učinkovin (iz angl. drug 
delivery systems ali iz angl. multifunctional nanoparticle systems) (Danhier in sod., 2010; 
Lee in sod., 2012; Bennet in Sanghyo, 2014; Alqahtani in sod., 2015). Ti bi prevzeli 
pomembno vlogo pri zdravljenju, diagnostiki, tkivnem inženirstvu in drugih študijah 
(Bennet in Sanghyo, 2014). Možnosti načrtovanja tovrstnih sistemov so številne. S 
tovrstnimi sistemi bi hidrofilne, hidrofobne ali toksične molekule, proteine, formulacije 
cepiv, male interferajoče RNA (siRNA) ali gene dostavili do tarčnega mesta, potrebnega 
terapevtske obravnave/zdravljenja (Slika 3) (Alqahtani in sod., 2015).  
 
 
Slika 3: Sistemi za dostavo zdravilnih učinkovin.  
Možnih je več kombinacij, lahko uporabimo specifične molekule za ciljanje celic (na primer protitelo, peptid, 
aptamer ali folno kislino), sredstvo za slikanje (na primer kvantne pike ali magnetne ND), biokompatibilni 
polimer, kot je stabilizator PEG, molekulo, ki omogoči specifičen vstop v celico (to je lahko polyArg peptid 
TAT) in na dražljaj (na primer pH, svetlobo, toploto) občutljiv agent, ki je odgovoren za sproščanje 
učinkovine iz sistema (Sanvices in Marco, 2008). 
 
Mnogo zdravilnih učinkovin doseže svoj farmakološki učinek v celici. S spreminjanjem 
površinskega naboja sistemov za dostavo zdravilnih učinkovin in/ali specifičnih molekul 
Cundrič S. Preučevanje toksikološkega profila izbranih nanodelcev na celični liniji HepG2.     8 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
na njihovi površini lahko ciljamo tarčne celice. Tako lahko pripravimo sisteme, ki bi 
prepoznali rakave celice in jih uspešno uničili (Danhier in sod., 2010; Huang in sod., 
2013). Prednost selektivne dostave, na primer protitumorskih učinkovin do tumorskih 
celic, je, da povzroči manj sistemske toksičnosti in s tem manj stranskih učinkov (Danhier 
in sod., 2010). V ta namen ND lahko konjugiramo s protitelesi (Ab) ali z drugimi 
molekulami, na primer s folatom, adenozin trifosfatom (ATP) itd. (Kocbek in sod., 2007; 
Arias in sod., 2015; Liu in sod., 2015). 
 
Rakave celice v primerjavi z normalnimi celicami na svoji površini prekomerno izražajo 
transferinske receptorje (TfR), kar nudi možnost za selektiven prevzem sistemov za 
dostavo zdravilnih učinkovin. V takšne sisteme za dostavo lahko enkapsuliramo siRNA, ki 
po dostavi utiša delovanje tarčnih genov v tumorskih celicah (Lee in sod., 2012; Chen in 
sod., 2015). Vezava transferina (Tf) na ND Se (Se-Tf), ki vsebujejo inkapsuliran 
kemoterapevtik doksirubicin, poveča njihov prevzem s TfR-posredovano endocitozo v 
rakave celice (Huang in sod., 2013).  
 
Sistemi za dostavo zdravilnih učinkovin morajo biti natančno opredeljeni in načrtovani 




Slika 4: Dejavniki, pomembni za načrtovanje sistemov za dostavo zdravilnih učinkovin.  
Pri načrtovanju sistemov za dostavo zdravilnih učinkovin je pomemben tudi izbor materiala. Takšni sistemi 
morajo biti biokompatibilni, ne-toksični, sposobni ciljane dostave in kontroliranega sproščanja učinkovin, 
vstopa v celice, končno mesto delovanja pa morajo doseči v dovolj visoki koncentraciji. Obenem morajo 
ustrezati tudi drugim fizikalno-kemijskim lastnostim. Ena izmed prednosti je, da so takšni sistemi manj 
imunogeni (Bennet in Sanghyo, 2014). 
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Načine vnosa v človeško telo razdelimo na neinvazivne in invazivne. Med invazivnimi 
načini poznamo intravenozen, intramuskulatoren, subkutan ali intreperitonalen vnos. Med 
neinvazivnimi vnosi, ki potekajo preko različnih sluznic, je najobičajnejši oralni vnos, 
vendar ima svoje omejitve. Okolje prebavnega trakta, zaradi delovanja različnih encimov, 
zniža učinkovitost dostavnih sistemov. Limitirajoč dejavnik je tudi absorpcija preko 
črevesnega epitelija ter ne-ciljano delovanje, kar vodi do slabe učinkovitosti in lahko tudi 
do sistemske toksičnosti. Vstop ND je mogoč tudi preko kože, zlasti, če jih vtiramo ali pa 
če je koža poškodovana, ter preko oči in nosne sluznice. Slednji predstavlja obetajoč način 
za aplikacijo učinkovin (Remškar, 2009; Barua in Mitragotri, 2014; Bennet in Sanghyo, 
2014). 
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2.2  PREUČEVANI NANODELCI 
 
V nadaljevanju so opisani posamezni ND, ki smo jih preučevali v magistrskem delu:  
 ND poli-ε-kaprolaktona (PCL), goli in obdani s poli-glutaminsko kislino (PGA),  
 ND poli-(mlečne-ko-glikolne) kisline (PLGA) z inkapsuliranimi ND selena (Se), 
 ND Se, obdani z govejim serumskim albuminom (BSA).  
 
PCL in PLGA sta polimerni molekuli, odobreni s strani FDA (iz angl. US Food and Drug 
Administration) (Woodruff in Hutmacher, 2010; Makadia in Siegel, 2011). Prednost 
biopolimerov je, da so biorazgradljivi in biokompatibilni. Njihova razgradnja v celicah ne 
vodi do nastanka toksičnih metabolitov. Kljub temu to ne pomeni, da se material, narejen 
iz biopolimerov, tudi popolnoma odstrani iz sistema – resorbira (Vert in sod., 1992).  
 
Lastnost Se je, da ima v nizkih koncentracijah antioksidativno delovanje in je pomemben 
pri nekaterih celičnih funkcijah.  
 
2.2.1 Nanodelci PCL, goli in obdani s PGA 
 
Poli-ε-kaprolakton (PCL, iz angl. poly-ε-caprolactone) (Slika 5) spada v skupino alifatskih 
poliestrov in je hidrofoben, biokompatibilen, a počasi razgradljiv polimer (Woodruff in 
Hutmacher, 2010). Preučevan je za uporabo v različnih aplikacijah. V medicini se preučuje 
kot sistem za ciljano dostavo in sproščanje učinkovin in kot sistem za dostavo cepiv 
oziroma antigenov (Bansal in sod., 2015).  
 
 
Slika 5: Strukturna formula PCL (cit. po Nascimento in sod., 2009). 
 
Razgradnja PCL poteka dvostopenjsko, s hidrolizo estrskih skupin. V telesu se po 
določenem obdobju zaradi delovanja hidrolitičnih oziroma encimatskih reakcij lahko 
razgradi na manjše organske molekule. Dokončno se PCL razgradi v fagosomih 
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Slika 6: Preučevani ND PCL z različnimi koncentracijami PGA.  
Opazna je razlika v morfologiji delcev iz posameznih vzorcev PCL. Zgoraj ND PCL brez PGA pri 500 x 
povečavi (levo) in 5000 x povečavi (desno). Spodaj ND PCL z 0.5 % PGA pri 2000 x (levo), 5000 x (na 
sredini) in 10000 x povečavi (desno). Slike so posnete z vrstičnim elektronskim mikroskopom (SEM) 
(Filipović in sod., 2014). 
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Poli-glutaminska kislina (PGA, iz angl. poly-(glutamic) acid) je biorazgradljiva in 
vodotopna molekula, ki tekom sinteze ND PCL deluje kot stabilizator in krioprotektivno 
sredstvo. Krioprotektivno sredstvo je lahko dodano, za zaščito ND med postopkom 
liofilizacije. Stabilizacija ND s PGA naj bi bila rezultat elektrostatskih in steričnih 
mehanizmov, do katerih pride zaradi absorpcije na razpršen delec. Dodatek 
krioprotektanta, PGA, vpliva na morfologijo, velikost in združevanje ND PCL (Slika 6). 
ND PCL, pripravljeni brez dodatka PGA, so nepravilno oblikovani in se združujejo v večje 
aglomerate (Slika 6, levo zgoraj). Obenem na njihovi površini, kot posledica priprave ND, 
nastanejo kristali (Slika 6, desno zgoraj). Najboljša morfologija je opazna pri ND PCL, 
pripravljenih z dodatkom 0.05 % PGA. ND z 0.05 % PGA so okrogli, imajo gladko 
površino in so veliki 168  16 nm (Filipović in sod., 2014). 
 
2.2.2 Nanodelci PLGA z inkapsuliranimi nanodelci Se 
 
Poli-(mlečna-ko-glikolna) kislina (PLGA, iz angl. poly-(lactic-co-glycolic) acid) je 
kopolimer poli-mlečne kisline (PLA, iz angl. poly lactic acid) in poli-glikolne kisline (iz 
angl. poly glycolic acid). PLGA je pogosto uporabljen polimer za sintezo polimernih ND. 
ND PLGA, oplaščeni z BSA in PEI, lahko vstopijo v celico, kjer se zadržujejo v bližini 
lipidnih telesc (Ramaro in sod., 2010; Gao in sod., 2016). V celice lahko hkrati vstopi tudi 
kombinacija dveh dostavnih sistemov ND PLGA, ki znotraj polimernega matriksa 
vsebujeta različno zdravilno učinkovino. Takšna sistema inhibirata rast celic in vitro, 




Slika 7: Preučevani delci PLGA in ND Se. 
Sliki ND PLGA (leva slika) in ND Se (desna slika) sta posneti s FESEM (leva slika) in TEM (slika desno). 
Velikost delcev PLGA je bila približno 1000 nm, velikost najmanjših inkapsuliranih ND Se pa okoli 50 nm. 
Desna slika prikazuje okrogle, heterogene ND Se, porazdeljene znotraj PLGA matriksa (Stevanović, 2014). 
 
ND PLGA se lahko uporabljajo pri različnih aplikacijah v medicini: za enkapsulacijo 
hidrofobnih molekul, proteinov in nukleinskih kislin, kot sistemi za dostavo cepiv, pri 
zdravljenju raka, vnetnih bolezni itd. (Danhier in sod., 2012; Alqahtani in sod., 2015), saj 
ne delujejo citotoksično in ne izzovejo nastanka znotrajceličnih reaktivnih kisikovih spojin 
(ROS, iz angl. reactive oxygen species) (Stevanović in sod., 2011; Grabowski in sod., 
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2015). Zaradi biokompatibilnosti se PLGA uporablja tudi kot ogrodje za uporabo v 
tkivnem inženirstvu (Stevanović in sod., 2011; Mehrasa in sod., 2016). 
 
2.2.3 Nanodelci Se, obdani z BSA 
  
Selen (Se) je esenicialni mikonutrient in je, v nizkih koncentracijah, pomemben za 
normalno delovanje celic. V hrani je naravno prisoten v zelenjavi, mesu in ribah, v hrano 
pa ga dodajajo tudi kot prehransko dopolnilo. V organizmu je prisoten v selenoproteinih 
(selenoprotein N, P in S), v selenometioninu (SeMet) in selenociestinu (SeCys). Najdemo 
ga v aktivnih centrih encimov, kot so glutation peroksidaze (GSHPX), tioredoksin 
reduktaze in v encimih, odgovornih za nastanek ščitničnega hormona tirozina (Halliwell, 
2001; Wang H. in sod., 2007; Rayman., 2012; Yang in Jia, 2014). Njegovo antioksidativno 
delovanje ima vlogo pri preprečevanju nastanka ROS (Valko in sod., 2004) ter 
zmanjševanju citotoksičnosti in genotoksičnosti nekaterih spojin (Erkekoğlu in sod., 2010). 
 
 
Slika 8: Preučevani ND Se. 
Sliki sta pridobljeni z uporabo FESEM (leva slika) in TEM (desna slika). Morfološka karakterizacija je 
pokazala, da so pripravljeni ND skoraj popolne okrogle oblike, so enotne velikosti s premerom približno 60 
nm (Stevanović, 2014). 
 
Se ima lahko pozitivne učinke na centralni živčni sistem in nekatera druga stanja, kot so 
kardiovaskularne bolezni in rakava obolenja. Njegovo pomanjanje lahko vpliva na pojav 
nekaterih obolenj, na primer na neplodnost in bolezni možganov – amfitropično lateralno 
sklerozo (ALS), Alzheimerjevo in Parkinsonovo bolezen (Rayman, 2012; Solovyev., 
2015). V prevelikih koncentracijah je Se škodljiv, celo genotoksičen in karcinogen 
(Valdiglesias in sod., 2010). 
 
Različne oblike Se imajo različno stopnjo toksičnega delovanja. Najmanj so toksični ND 
Se0 (Estevez in sod., 2014). Organske oblike Se so manj toksične od anorganskih, poleg 
tega pa kemična oblika Se vpliva na izbiro DNA popravljalnega mehanizma (McKelvey in 
sod., 2015). Glavna tarča toksičnega delovanja Se naj bi bila pri živalih jetra, pri ljudeh pa 
pljuča (Diskin in sod., 1979; Yang in Jia, 2014). 
 
Cundrič S. Preučevanje toksikološkega profila izbranih nanodelcev na celični liniji HepG2.     14 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
ND Se0 naj bi imeli protirakavo delovanje. Na rakave celice lahko delujejo tako, da v S 
fazi celičnega cikla ustavijo celično delitev (Luo in sod., 2012). Pri razvoju rakavega 
obolenja stimulirajo imunski odziv, natančneje produkcijo interferona–gama (IFN-γ) 
(Faghfuri in sod., 2015) in povečajo nastanek ROS (Huang in sod., 2013). Prekomeren 
nastanek ROS, preko aktivacije p53 in MAPK (iz angl. mitogen-activated protein kinase) 
signalnih poti ter supresije antiapoptotskih faktorjev p38 in ERK (iz angl. extracellular 
signal-regulated protein kinase) sproži apoptozo rakavih celic. Proces apoptoze spremlja 
aktivacija kaspaz (kaspaza-8, kaspaza-9 in kaspaza-3), fragmentacija DNA in kondenzacija 
jedra (Huang in sod., 2013; Zhang in sod., 2013). Dražljaj za sprožitev apoptoze so lahko 
nekateri tipi poškodb DNA, ki lahko aktivirajo izražanje p53 in izzovejo s p53-
posredovano apoptozo (iz angl. p53-mediated apoptosis). Glavni mehanizem proti-
rakavega delovanja ND Se naj bi bila sprožitev procesa apoptoze (Huang in sod., 2013). 
 
2.3  INTERAKCIJA IN VSTOP NANODELCEV V CELICE 
 
Kljub biološkim barieram in anatomskim posebnostim, lahko ND preko celične membrane 
preidejo v celice in se razširijo po telesu. Sistemi za dostavo zdravilnih učinkovin 
omogočajo prehod bioloških barier in vnos zdravilnih učinkovin na mesta, kamor je vnos 
učinkovin običajno otežen. Tako lahko preko izredno selektivne možgansko-krvne bariere 
preidejo tudi v možgane (Oberdörster, 2010). Razširjanje ND v telesu ima lahko negativen 
učinek na jetra, vranico, bezgavke in ledvice (Buzea in sod., 2007; Remškar, 2009).  
 
Na vstop ND v celice, njihovo lokalizacijo znotraj celice in zmožnost katalize oksidativnih 
produktov vplivajo tudi velikost in oblika ND ter njihove površinske modifikacije 
(Chathrani in sod., 2006; Xia in sod., 2006, Romero in sod., 2010). V celice HeLa na 
primer vstopi več kroglastih kot paličastih ND zlata (Chathrani in sod., 2006). ND TiO2, ki 
so manjši od 100 nm (30-100 nm), prehajajo skozi celično membrano, medtem ko delci, 
večji od 500 nm, ostanejo zunaj celice in se lahko pritrdijo na celično membrano (Shukla 
in sod., 2011). Površinske modifikacije ND lahko pozitivno vplivajo na prevzem delcev v 
celice (Chathrani in sod., 2006; Romero in sod., 2010; Huang in sod., 2013; Saptarshi in 
sod., 2013). Interakcija in prepoznavanje med ND in celicami poteka preko proteinov ali 
drugih molekul, ki okoli ND tvorijo plašč. Vstop v celico lahko poteka na več načinov, ki 
so odvisni od tipa celice, v katero vstopajo, in od fizikalno-kemijskih lastnosti ND. Hitrost 
prevzema ND v celico je odvisna od uporabljenega stabilizatorja. Prevzem ND PLGA, 
stabiliziranih z BSA, je na primer hitrejši od prevzema ND PLGA, ki so stabilizirani s PEI 
(Romero in sod., 2010). ND lahko v celico vstopijo s procesom fagocitoze, pinocitoze, z 
lipidno ter s klatrinom in kaveolinom posredovano ali neposredovano endocitozo (Slika 9). 
V primeru, ko ND ostanejo zunaj celice, je manj verjetno, da bodo vplivali na njeno 
funkcijo (Chathrani in sod., 2006). V celici se ND lahko gibljejo tudi z difuzijo, nahajajo 
pa se tudi v veziklih (Chathrani in sod., 2006; Huang in sod., 2013; Kuhn in sod., 2014). 
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Znotraj celice ND lahko reagirajo s proteini, organeli, vstopijo v druge celične strukture in 
vplivajo na normalno delovanje celice. Delci, velikosti približno 39 nm, lahko v jedro 
vstopijo skozi jedrne pore (NPC) (Panté in Kann, 2002; Barua in Mitragotri, 2014). Za 
razliko pa ND PLGA, ki so stabilizirani z BSA, ne vstopijo v celično jedro (Romero in 
sod., 2010). 
 
Intekakcije med ND in celicami lahko vodijo do poškodb na celični membrani, in sicer 
lahko pride do porušenja njene strukture, površinskih poškodb, ter do prekomernega 
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Slika 9: Interakcije med ND in površino celice. 
Prevzem velikih kompleksov NP-protein in aglomeratov poteka preko fagocitoze (celice makrofagi in 
neutrofilci) (A). Nespecifični prevzem agregatov NP z mikropinocitozo, ki vključuje uvihanje membrane 
in tvorbo veziklov (B). Endocitoza ND poteče s pomočjo specifičnih receptorjev in vključuje tvorbo 
kaveol (C) in s klatrinom obdanih veziklov (D). ND v celico lahko vstopijo tudi z od klatrina in kaveolina 
nedovisno endocitozo (E) (Saptarshi in sod., 2013).   
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2.4  REAKTIVNE KISIKOVE ZVRSTI  
 
ROS in dušikove (RNS, iz angl. reactive nitrogen species) spojine uvrščamo med proste 
radikale (Preglednica 2). Radikali so ioni, atomi in/ali molekule, ki imajo v svoji zunanji 
orbitali vsaj enega ali več prostih elektronov. Zlahka reagirajo z drugimi molekulami, jim 
ukradejo elektron in si dopolnijo nesparjene elektronske pare. Kisikovi radikali imajo prost 
elektron na kisiku, zaradi česar so visoko reaktivni (Halliwell, 2001, 2011). V normalnih 
pogojih je v celici več oksidantov, zato se ob prekomernem nastajanju prostih radikalov 
poruši ravnotežje med oksidanti in antioksidanti v celici. Porušitev homeostaze je lahko 
posledica zmanjšane aktivnosti encimov, udeleženih v odstranjevanju prostih radikalov. 
Zmanjšana aktivost je lahko posledica mutacij, radiacije ali toksinov. Drugi vzrok za 
porušitev homeostaze med oksidanti in antioksidanti je povečan nastanek reaktivnih 
kisikovih spojin, na primer zaradi prekomerne aktivacije fagocitnih celic (Halliwell, 2001). 
V obrambo proti povečanemu nastanku radikalov se poveča nastanek antioksidantov, ki 
prostim radikalom donirajo elektrone ali vodikove atome in jih reducirajo. Posledično jih 
stabilizirajo in preprečujejo številne poškodbe celic. V primeru, da celica prekomerno 
nastalih ROS ne more odstraniti, ti vodijo v oksidativni stres (Donaldson in Stone, 2003).  
 
Preglednica 2: Kisikovi ter dušikovi radikali in kisikove spojine brez prostega elektronskega para 
(neradikali) (Halliwell, 2001) 
RADIKALI SIMBOL SPOJINE BREZ e- SIMBOL 
Superoksidni radikal O2●- Vodikov peroksid H2O2 
Hidroksilni radikal OḢ● Singletni kisik 1O2 
Peroksilni radikal  RO2● Hipoklorna kislina HOCl 
Hidroperoksil radikal HO2● Hipobromna kislina HOBr 
Alkoksilni radikal RO● Ozon O3 
Dušikov oksid NO●   
Dušikov dioksid NO2●   
 
ROS so signalne molekule, ki nastajajo pri celičnem dihanju, metabolizmu in vnetju. 
Sintetizirajo jih NAD(P)H oksidaze (Risom in sod., 2005). Vključeni so pri celičnem 
signaliziranju, imunskemu odzivu in homeostazi ter so pomembni tudi v drugih metabolnih 
procesih. ROS so stalni celični spremljevalci, zato je pomembno, da ima celica 
mehanizme, s katerimi se lahko brani pred škodljivimi kisikovimi radikali. Pomembno 
vlogo pri obrambi imajo antioksidativni encimi, superoksid dismutaza, glutation 
peroksidaza in katalaza in γ-glutamil cisteinil sintetaza. Ti encimi katalizirajo reakcije 
odstranjevanja radikalov in jih pretvarjajo v manj reaktivne in manj nevarne kemijske 
zvrsti. Poleg encimatskih antioksidantov poznamo tudi ne-encimatske, kot so vitamin E, 
selen, β-karoten itd. (Valko in sod., 2004) in vitamin C (Ahamed in sod., 2013).  
 
Ob povečanem nastanku ROS nastaja predvsem superoksidni radikal (O2
●-) (Donaldson in 
Stone, 2003; Halliwell, 2005). Superoksid dismutaza odstranjuje O2
●- in katalizira reakcijo 
Cundrič S. Preučevanje toksikološkega profila izbranih nanodelcev na celični liniji HepG2.     18 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
njegove pretvorbe v vodikov peroksid (H2O2). Katalaza pretvarja H2O2 v vodo (H2O) in 
kisik (O2). Četudi H2O2 ni reaktiven, pa, v t.i. Fentonovi reakciji z železom (Fe) ali bakrom 
(Cu) (enačba I), lahko prispeva k nastanku hidroksilnega radikala (OḢ●) (Halliwell, 2001). 
 
H2O2 + Fe
2+/Cu+ → OḢ● + OH- + Fe3+/Cu2+                              … (1) 
 
O2
●- je slab oksidant za večino bioloških molekul. Redukcija O2
●- v bolj reaktivne radikale, 
kot je na primer OḢ●, v celici lahko povzroči obsežne poškodbe. OḢ● v in vivo sistemu 
reagira na mestu nastanka. Je najreaktivnejši radikal, ki lahko reducira en elektron v 
praktično katerikoli molekuli. OḢ● lahko oksidira bazo gvanin (G) v molekuli DNA, kar 
vodi v nastanek 8-hidroksigvanina (8-OH-dG). Oksigeniran 8-OH-dG lahko vpliva na 
pojav mutagenih GC → TA transverzij (Halliwell, 2001; Valko in sod., 2004). 
 
Ali bodo ND izzvali nastanek ROS ali ne, je odvisno od njihovih fizikalno-kemijskih 
lastnosti. Parametri, ki vplivajo na nastanek ROS, so velikost, oblika, agregacija, površina 
in naboj ND, topnost ND, pH medija in aktivacija ND z UV svetlobo. Oksidativni stres naj 
bi bil osnovni mehanizem toksičnega delovanja ND (Nel in sod., 2006; Singh in Ramarao, 
2013). Posledica oksidativnega stresa je adaptacija, poškodba tkiv ali celična smrt 
(Halliwell, 2001).  
 
2.4.1 Oksidativni stres in poškodbe DNA 
 
Oksidativni stres lahko vodi do sprememb v celični signalizaciji in redoks stanju celice ter 
povzroči poškodbe mnogih molekul. Tarče reaktivnih zvrsti in prostih radikalov so 
molekule DNA, lipidov, ogljikovih hidratov in proteinov. Dlje časa trajajoč oksidativni 
stres lahko poveča količino mutacij, kar lahko privede do celične smrti, ali huje, procesa 
mutageneze. Posledično se lahko poveča možnost karcinogeneze in s staranjem povezanih 
procesov (Slika 9) (Halliwell in Whiteman, 2004; Gomes in sod., 2005; Halliwell, 2005). 
ND lahko sprožijo tvorbo ROS direktno ali indirektno. Indirektno ROS nastajajo z 
aktivacijo makrofagov. Povečan nastanek ROS oslabi mitohondrijsko sintezo ATP, 
zmanjša znotrajcelično koncentracijo kalcija in aktivira vnetne transkripcijske faktorje, kar 
vpliva na izražanje vnetnih genov in še poveča nastanek ROS (Buzea in sod., 2007). 
Kovinski ND lahko povzročijo oksidacijo baz, enojne in dvojne prelome verige DNA ter 
prelome kromosomov, kar lahko privede do mutacij (Xie in sod., 2011). Povečan nastanek 
ROS sproži tudi transkripcijo in aktivacijo različnih genov, na primer p53, kaspaz, kinaz 
MAPK, AKT ter signalnih poti, ki so nadalje vpletene v proces apoptoze (Huang in sod., 
2013; Liu in sod., 2015). ROS lahko povzročijo tudi modifikacije histonov (fosforilacija ali 
acetilacija) in s tem vplivajo na tesnost navitja DNA okoli njih (Huang in sod., 2013; 
Donaldson in Stone, 2003). DNA postane dostopnejša za vnetne transkripcijske faktorje, 
kot je jedrni transkripcijski faktor NF – κB (Donaldson in Stone, 2003).  
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Slika 10: Vpliv ROS na toksičnost ND.  
ND lahko direktno povzročijo poškodbe mitohondrijev in s tem vplivajo na nastanek ROS. Ti lahko 
poškodujejo jedro in DNA ter lipide. Oksidativni stres lahko vpliva na povečano izražanje antioksidativnih 
encimov in nastanek citokinov ter s tem privede do vnetja in citotoksičnosti (Sanvicens in Marco, 2008). 
 
ND prehodnih elementov lahko vplivajo na molekulo DNA direktno ali indirektno. 
Direktno z neposredno interakcijo ND in DNA molekule, indirektno tako, da preko 
nastanka ROS povzročijo poškodbe DNA (Xie in sod., 2011). ND nikljevega oksida (NiO), 
v celicah HepG2 delujejo genotoksično. V celicah povzročijo poškodbe DNA, 
kondenzacijo kromatina, nastanek mikronukleusov. Izražanje bax in kaspaza-3 
apopotoznih genov se poveča, zniža pa se izražanje proti-apoptoznega gena bcl-2 (Ahamed 
in sod., 2013). 
 
Ob poškodbah DNA genetsko integriteto vzdružuje več popravljalnih mehanizmov. 
Mehanizem baznega izrezovanja (BER) se aktivira pri popravljanju oksidativnih poškodb 
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2.5 TOKSIČNOST IN GENOTOKSIČNOST 
 
Toksikologija je veda, ki preučuje kemijske, fizikalne in biološke agense in njihove 
škodljive učinke na ljudi, živali in okolje (SOT, 2014). Nanotoksikologija preučuje 
toksičnost nanomaterialov (Nel in sod., 2006; Suh in sod., 2009). Vpliv ND na organizme 
ter na okolje je pomemben podatek za podajanje ocene tveganja za ljudi in okolje, ter za 
oceno varnosti uporabe nanomaterialov za farmacevtske oziroma medicinske aplikacije 
(Oberdörster, 2010).  
 
Za opredelitev toksičnosti in za izboljšanje lastnosti nanomaterialov je potrebna določitev 
njihovih lastnosti. Nanotoksikologija zajema opredelitev (Oberdörster, 2010; Iavicoli in 
sod., 2011; Arora in sod., 2012):  
 fizikalno-kemijskih lastnosti – na primer struktura površine, oblika, velikost, 
kemijska sestava, polarnost, zeta potenical…; 
 poti izpostavitve in vstopa ND v organizem; 
 odmerka ND; 
 biološke porazdelitve v organizmu – opsonizacija, čiščenje iz organizma, 
kopičenje v organih; 
 molekularnih dejavnikov – oksidativni stres, vnetje; 
 genotoksičnosti – mutagenezo, prelome kromosomov in 
 vpliv na različne celične regulatorne mehnizme. 
Na toksičnost ND lahko vpliva dodatek topil in krioprotektantov, ki niso v celoti 
odstranjeni iz končnega produkta (Filipović in sod., 2014).  
 
Genotoksičnost je sposobnost škodljivih kemikalij in/ali fizikalnih snovi, da povzročijo 
poškodbe DNA molekule (Slovenski medicinski slovar, 2014). Takšne agense imenujemo 
genotoksični agensi, ki lahko na DNA delujejo direktno ali indirektno, tako da vplivajo na 
celične mehanizme vključene pri podvojevanju DNA. Genotoksični agensi lahko 
povzročijo genske mutacije, ki so lahko točkovne mutacije, delecije ali insercije genov, ter 
strukturne (klastogena snov) in številčne (anevgena snov) poškodbe kromosomov 
(Eastmond in sod., 2009). Z in vitro in/ali in vivo študijami genotoksičnosti odkrivamo 
potencialne mutagene in kancerogene snovi. S testi določamo različne genetske poškodbe 
oziroma poškodbe DNA kot so delecije, kromosomske mutacije, prelome molekule DNA, 
prelome kromosomov, izmenjavo sestrskih kromatid. Testov, s katerimi lahko preučujemo 
genotoksičnost, je več (Preglednica 3). Vendar uporaba le enega testa ne zazna vseh 
poškodb, ki jih lahko povzročijo genotoksične snovi. Zaradi tega pri proučevanju 
genotoksičnih lastnosti snovi uporabljamo kombinacijo različnih testov, ki zaznavajo 
različne škodljive končne učinke. Končne učinke, ki jih testi zaznavajo, razdelimo na 
genske mutacije, primarne poškodbe DNA in kromosomske aberacije (Eastmond in sod., 
2009; Kim in sod., 2013).  
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Ustreznost testa je pogojena tudi z drugimi dejavniki, kot sta velikost in način vstopa ND v 
celico. Amesov test ni primeren za določanje genotoksičnosti ND, saj pogosto vodi do 
lažno negativnih rezultatov (Li in sod., 2012; Kim in sod., 2013), zato se redko uporablja v 
te namene. 
 
Preglednica 3: In vitro testi genotoksičnosti (Eastmond in sod., 2009) 
In vitro Test Določamo Končni genetski učinek 
In vitro test na 
bakterijah 
Amesov test povratnih 
mutacij 
Točkovne mutacije, 
premike bralnega okvirja 
Genske mutacije 
In vitro testi na 
sesalskih celicah 
Test komet Eno- in/ali dvo-verižne 
prelome DNA, alkalno 
labilna mesta 
Primarne poškodbe DNA 
Test genetskih mutacij 






Test HPRT mutacij Točkovne mutacije, 
manjše delecije 
Genske mutacije 








Klastogene spojine Kromosomske aberacije 
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3 MATERIALI in METODE 
3.1  CELIČNA LINIJA HepG2 
 
V toksikologiji je izbor celičnega modela za preučevanje spojin izrednega pomena. Vsi 
celični modeli namreč niso enako občutljivi za preučevano spojino, zato lahko prihaja do 
lažno pozitivnih oziroma negativnih rezultatov. To pride do izraza zlasti pri razvoju novih 
učinkovin, ki morajo pred uporabo prestati obsežna predklinična in klinična testiranja. 
Ravno toksičnost spojin je glavni razlog, da potencialno zdravilo ne pride na trg (Kramer 
in sod., 2007).  
 
Celična linija HepG2 je bila leta 1972 prvič izolirana iz primarnega hepatoblastoma 11 let 
starega dečka (Aden in sod., 1979). Jetra so glavni organ za metabolizem ksenobiotikov in 
in drugih snovi pri sesalcih, zato se iz jeter izolirane celice najpogosteje uporabljajo za 
napoved metabolizma in toksičnosti spojin v človeškem telesu (Knasmüller in sod., 1998). 
Občutljivost celične linije je odvisna od različnih dejavnikov. Na primer od pH testirane 
spojine in znano je, da so celice HepG2 najbolj občutljive v bazičnem pH območju (Shah 
in sod., 2014). 
 
Celice HepG2 imajo aneuploiden kariotip, kar pomeni, da število kromosomov variira od 
48 do 54, najpogosteje je prisotnih 52 kromosomov (Natarajan in Darroudi 1991). Celice 
HepG2 izločajo plazemske proteine in imajo ohranjenih večino encimov I. in II. faze. Torej 
so metabolno aktivne in imajo dokaj primerljiv metabolni status kot humane jetrne celice. 
Vendar imajo, v primerjavi z normalnimi jetrnimi celicami, celice HepG2 drugačen profil 
izražanja genov, vpletenih v celičnem ciklu, signaliziranju, podvojevanju in popravljanju 
DNA, metabolizmu itd. (Costantini in sod., 2013). Encimi I. in II. faze aktivirajo in 
detoksificirajo različne spojine v toksične metabolite. Različne mutagene aktivirajo encimi 
I. faze, to so celični izoencimi iz družine citokrom P450 (CYP) ter oksidoreduktaze, kot so 
SOD, katalaza, glutation peroksidaza, reduktaza, ki zagotavljajo obrambo pred ROS in 
oksidativnem stresu v celici (Lee in sod., 2002). Encimi II. faze, katerim so dokazali 
aktivnost v celičnem modelu HepG2 in sodelujejo pri metabolizmu spojin, so 
sulfotransferaze, epoksi hidrolaze, N-acetiltransferaze in drugi (Knasmüller in sod. 1998). 
Eksperimentalni modeli, katerih celice niso metabolno aktivne, za aktivacijo spojin 
potrebujejo dodatek drugih eksogenih aktivacijskih mešanic (Natarajan in Darroudi, 1991).  
 
3.1.1 Gojenje celične linije HepG2 
 
Celice HepG2 (Slika 11) smo gojili v plastenkah za gojenje celičnih kultur, velikosti 25 
cm2 (T-25) ter 75 cm2 (T-75) (Corning, ZDA) in jih presajali dvakrat tedensko, ko so 
dosegle 70–80 % preraščenost plošče. Pri 80 % preraščenosti se njihova rast počasi začne 
ustavljati in jih je potrebno presaditi, saj drugače preidejo v fazo senescence in odmiranja. 
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Celice smo gojili v gojišču MEM (Preglednica 4) (Eagle Minimal Essential Medium) 
(Sigma, ZDA), ki smo mu ob pripravi dodali fetalni goveji serum (FBS; Sigma, ZDA, 10 
%), neesencialne aminokisline (NEAA; Sigma, ZDA, 100-kratna raztopina neesencialnih 
aminokislin), L-glutamin (L-gln; PAA, Avstrija, 200 mM), ter penicilin in streptomicin 
(P/S; PAA, Avstrija 100-kratni). Gojišče smo hranili v hladilni omari pri + 4 °C, pred 
uporabo smo ga segreli v vodni kopeli (The Precision Scientific, Indija) na 37 °C. Celice 
smo gojili v inkubatorju za celične kulture (Sanyo, Japonska) pri temperaturi 37 °C in 5 % 
CO2 ter v vlažni atmosferi. 
 
 
Slika 11: Celice HepG2. 
Celice HepG2 rastejo v enem sloju, pritrjene na podlago. Slikano pri 40-kratni povečavi. 
 
V kulturi je morfologija celic HepG2 podobna epitelijskim celicam – rastejo v enem sloju 
in se pritrjajo na podlago (Public Health England, 2014). Pri presajanju smo najprej 
odstranili medij v gojitveni plastenki (Corning Costar Corporation, ZDA) in celice sprali s 
5 mL 1 x PBS (Preglednica 4) in ga nato odstranili. Dodali smo 3 mL 0.1 % tripsina, 
inkubirali, dokler se celice niso odlepile od podlage, a največ 10 min. Če je bilo potrebno, 
smo plastenko še rahlo potresli. Nato smo dodali 5 mL medija MEM, saj FBS v gojišču 
inhibira tripsin. Celice smo v naslednjem koraku sprali s celotne površine gojitvene 
plastenke in vse prenesli v 15 mL centrifugirko (Corning, ZDA). Sledilo je centrifugiranje 
pri 800 rpm 5 min pri sobni temperaturi. Po končanem centrifugiranju smo odstranili 
supernatant, celično usedlino resuspendirali v 5 mL pripravljenega gojitvenega medija 
MEM, ter vse skupaj prenesli v 50 mL centrifugirko (Corning, ZDA). Kulturo posameznih 
celic smo pripravili tako, da smo gojišče s celicami previdno s pomočjo brizge potegnili 
(5–10x) skozi injekcijsko iglo (Becton Dickenson, Španija). 
 
Za pripravo določene gostote celic, ki smo jih potrebovali za posamezne poskuse, smo 
celice prešteli v Bürker-Türk kamricah (Sigma, ZDA), tako da smo jih pobarvali s 0.4 % 
tripanskim modrilom. Tripansko modrilo prehaja v mrtve celice in jih pobarva modro, 
medtem ko se žive celice ne obarvajo. Celice smo šteli tako, da smo zmešali 10 μl celične 
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kulture in 40 μl tripan modrega, ter v volumnu 10 μl, ki smo ga prenesli na Bürker-Türk 
kamrico, prešteli celice. Gostoto celic smo izračunali po naslednji enačbi (II): 
 
X= (število preštetih celic/4) x 5 x 10000                                                           … (2) 
 
X je število celic na mL 
število preštetih celic/4 = povprečje preštetih celic 
x 5 faktor redčitve 
x 10000  
 
Preglednica 4: Pregled gojišč in raztopin, ki smo jih uporabili pri vzdrževanju celične kulture HepG2.  
Količine ustrezajo za pripravo 50 mL gojišča. 
Gojišče MEM Brezbarvno gojišče MEM 1 x PBS Medij za zamrzovanje 
0.5 mL L-gln 0.5 mL L-gln 5 mL 10 x PBS 10 % DMSO (0.1 mL) 
0.5 mL P/S 0.5 mL P/S 45 mL dH2O 10 % FBS (0.1 mL) 
 
0.5 mL NEAA 0.5 mL NEAA  80 % MEM (0.8 mL) 
5 mL FBS 5 mL FBS   
43.5 mL MEM 43.5 mL MEM   
 
Za shranjevanje celic HepG2 v tekočem dušiku na –196 °C in pri –80 °C smo pripravili, 
medij za zamrovanje (Preglednica 4), sestavljen iz 10 % DMSO (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
10 % FBS ter 80 % celične suspenzije. V posamezni krioepici (Corning, ZDA) smo 
shranili 1 mL v kriomediju resuspendiranih celic in jih shranili v zamrzovalni omari na –80 
°C. 
Celice smo odmrznili tako, da smo vsebino krioepice odtalili v vodni kopeli, ter odtaljeno 
suspenzijo čimprej prenesli v plastenko za gojenje celičnih kultur z medijem MEM, tako 
da je bila končna koncentracija DMSO <1 %, saj je DMSO toksičen za celice.  
 
3.2 VZORCI NANODELCEV 
 
Vzorci ND (Preglednica 5) so bili sintetizirani in okarakterizirani na Inštitutu tehničnih 
znanosti Srbske akademije znanosti in umetnosti v Beogradu, Srbija. Strukturne in 
morfološke značilnosti ND so okarakterizirali z uporabo različnih metod:  
 Fourier transformirajoče infrardeče spektroskopije (FTIR),  
 z uporabo vrstičnega (SEM), presevnega (TEM) in vrstičnega elektronskega 
mikroskopa z virom elektronov na poljsko emisijo (FE-SEM), 
 z določitvijo zeta potenciala. 
 
Cundrič S. Preučevanje toksikološkega profila izbranih nanodelcev na celični liniji HepG2.     25 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
Vzorce smo prejeli razstopljene v ustreznih emulzijah. Preden smo določali vpliv ND na 
živost celic ter nastanek ROS in poškodb DNA, smo preverili citotoksično delovanje 
samega topila s testom MTT. 
 
Preglednica 5: Preučevani nanodelci. 
ND Stabilizator Inkapsulacija Testirane koncentracije (% v/v) 
PCL PGA / 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 in 1 
PLGA / ND Se 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 in 1 
Se BSA / 0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01 in 0.1 
 
3.2.1 Nanodelci PCL, goli in obdani s PGA 
 
V magistrskem delu smo uporabili ND poli-ε-kaprolaktona (PCL) z različno koncentracijo 
poli-(glutaminske klisline) (PGA), z velikostjo < 200 nm (Slika 5). ND PCL smo testirali 
pri koncentracijah 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 in 1 v/v % (Preglednica 6).  
 
Preglednica 6: Koncentracije, pri katerih smo določali toksično delovanje ND PCL. 
 
ND so bili sintetizirani s pristopom topilo/netopilo (iz angl. solvent/non-solvent approach) 
in so bili na koncu liofilizirani (Filipović in sod., 2014). Kot že omenjeno, PGA pri sintezi 
deluje kot stabilizator in krioprotektivno sredstvo. Koncentracija PGA, uporabljena pri 
sintezi PCL, je bila 0, 0.05, 0.5 ter 1 % PGA. Velikost ND, se je med posameznimi vzorci 
razlikovala (Preglednica 4). Vzorci ND PCL smo bili raztopljeni v emulziji PGA in vode. 
 
3.2.2 Nanodelci PLGA z inkapsuliranimi nanodelci Se 
 
Delci PLGA so bili pripravljeni tako, da so vsebovali inkapsulirane ND Se, velike 
približno 50 nm (Slika 6). Poli-(mlečna-ko-glikolna) kislina (PLGA) je biorazgradljiv in 
biokompatibilen kopolimer poli-mlečne kisline (PLA) in poli-glikolne kisline. 
Koncentracije, pri katerih smo testirali ND PLGA, so bile 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 in 1 v/v 
%. Delci PLGA z inkapsuliranimi ND Se so bili raztopljeni v emulziji poli-(L-glutaminske 
kisline), PGA, vitamina C in vode. 
Vzorec PCL Velikost  Testirane koncentracije  
v/v % 
PCL brez PGA Tvorba aglomeratov 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1 
PCL z 0.05 % PGA < 200 nm 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1 
PCL z 0.5 % PGA > 200 nm 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1 
PCL z 1 % PGA > 200 nm 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1 
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3.2.3 Nanodelci Se, obdani z BSA 
 
Uporabili smo ND Se (Slika 7) z dvema koncentracijama (0.15 w/w % in 0.7 w/w %) 
govejega serumskega albumina (BSA), katerega naloga je stabilizacija ND. ND Se smo 
testirali pri koncentracijah 0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01 in 0.1 v/v %. Preučevani ND so 
bili veliki približno 60 nm. Vrednost zeta potenciala je bila 29.6 ± 0.8 mV, kar pomeni, da 
so bili delci stabilni (Stevanović, 2014). 
 
Topilo, v katerem so bili raztopljeni ND, je vsebovalo BSA, vitamin C in vodo. Pri ND Se 
z 0.15 w/w % vsebnostjo BSA ima emulzija višjo koncentracijo vitamina C. Obratno je pri 
ND Se z 0.7 w/w % vsebnostjo BSA, pri tem ima emulzija nižjo koncentracijo vitamina C.  
 
3.3 DOLOČANJE ŽIVOSTI CELIC HepG2 S TESTOM MTT PO IZPOSTAVITVI 
NANODELCEM 
  
Kolorimetrični test MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolijev bromid) se 
uporablja za določanje citotoksičnosti snovi in njihovega vpliva na proliferacijo celic 
(Mosmann, 1983). V našem primeru smo ugotavljali citotoksično delovanje izbranih ND in 
njihov vpliv na živost celic. 
  
Test temelji na podlagi merjenja aktivnosti mitohondrijske sukcinat dehidrogenaze. Test 
smo izvedli po metodi, ki jo je leta 1983 opisal Mosmann, z manjšimi spremembami. 
Metabolno aktivne celice lahko z encimom mitohondrijske sukcinat dehidrogenaze 
pretvorijo vodotopen MTT v vijolične kristale formazana, ki pa v vodi niso topni. MTT se 
ne pretvori v formazan v mrtvih celicah in v eritrocitih. Količina nastalih kristalov 




Slika 12: Princip delovanja testa MTT.  
Mitohondrijske dehidrogenaze cepijo tetrazolijev obroč, nastanejo nevodotopni kristali formazana (cit. po 
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3.3.1 Izvedba testa MTT 
  
Celice HepG2 smo približno 20 ur pred izpostavitvijo izbranim ND nasadili na 
mikrotitersko ploščico z 96 luknjicami z ravnim, prozornim dnom za gojenje celičnih 
kultur (Nunc, Naperville IL, ZDA). Celice smo nasajali z gostoto 40.000 celic/mL, kar 
ustreza gostoti 8000 celic/na luknjico. Plošče smo inkubirali v inkubatorju pri 37 °C in 5 % 
CO2 v vlažni atmosferi.  
 
Naslednji dan smo celicam odstranili medij in ga zamenjali z 200 μL testne raztopine ND v 
ustreznih koncentracijah. Pri vsakem poskusu smo uporabili negativno kontrolo gojišča in 
kontrolo topila. Pri negativni kontroli smo celicam na mikrotiterski ploščici dodali 200 μL 
medija MEM, za kontrolo topila pa smo pripravili raztopino gojišča MEM z ustreznim 
deležem topila, v katerem so bile prvotno pripravljene raztopine ND. Mikrotiterske plošče 
smo 24 ur inkubirali pri 37 ºC in 5 % CO2 v vlažni atmosferi. Nato smo dodali 10 % MTT 
(Sigma, ZDA) (20 μL) tako, da je bila končna koncentracija 5 mg/mL. Celice smo pri 
enakih pogojih inkubirali še nadaljnje 3 ure. V tem času encim mitohondrijska sukcinat 
dehidrogenaza pretvori substrat MTT v kristale formazana, ki so topni v nepolarnih topilih 
(Slika 12).  
 
Po zaključku inkubacije smo gojišče z MTT odstranili in kristale raztopili v 200 μL DMSO 
(Sigma-Aldrich, NEM). Intenziteta vijolične barve, ki nastane, je sorazmerna z živostjo 
celic. Absorbanco smo pomerili s pomočjo spektrofluorimeta (Synergy MX, Biotek, ZDA) 
pri valovni dolžini 570 nm/referenčni filter 690 nm (Žegura, 2015). Živost celic smo 
prikazali kot odstotek živih celic glede na kontrolo topila.  
 
Celoten poskus smo za posamezen vzorec ND ponovili v treh neodvisnih poskusih, vsakič 
v petih ponovitvah. Za statistično analizo podatkov smo uporabili Studentov t-test 
(p<0,05). 
 
3.4 DOLOČANJE VPLIVA NANODELCEV NA TVORBO REAKTIVNIH KISIKOVIH 
ZVRSTI (ROS) V CELICAH HepG2 S TESTOM DCFH-DA 
  
Za merjenje reaktivnih zvrsti in prostih radikalov in vivo ter in vitro se uporabljajo različne 
spojine. Za merjenje ROS se uporabljajo stabilni prosti radikali, hidroksil amini, 
spektrofotometrične, fluorescenčne (DCFH-DA, Ampex Red, Scopoletin, fluorescin, 
hidroetidin (HE), itd.) ali kemiluminescenčne (luminol, lucigenin) lovke. Fluorescentni 
označevalci so zelo občutljive spojine, a imajo različno specifičnost za ROS (Gomes in 
sod., 2005). Mi smo ROS določali z DCFH-DA, ki difundira skozi celično membrano, v 
celici pa nanj delujejo specifične esteraze, ki odcepijo diacetat (DA) in nastane DCFH. 
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DCFH v celici občutljiv na oksidacijo s strani ONOO‒, peroksidaz, ROO• in •OH (Gomes 
in sod., 2005; Mhyre in sod., 2003). DCFH lahko oksidira tudi H2O2, a le v prisotnosti 
celičnih peroksidaz. ONOO‒ in •OH sta tako močna oksidanta, da že v majhnih 
koncentracijah in kratki časovni izpostavitvi (v nekaj sekundah ali minutah) oksidirata 




Slika 13: Princip delovanja testa DCFH-DA.  
Nefluorescenten DCFH-DA vstopi v celice, kjer ga celične esteraze hidrolizirajo v DCFH. Ta je dovzeten za 
oksidacijo s strani ROS. Oksidacija DCFH povzroči nastanek fluorescentnega DCF (cit. po Cell BioLabs, 
2014). 
 
Prednosti metode so, da je preprosta, hitra ter relativno poceni. Vendar pa moramo biti pri 
razlagi in primerjavi rezultatov previdni, saj se predvideva, da DCFH2 ne reagira direktno z 
ROS. Poleg tega obstaja možnost, da označevalec sam povzroči tvorbo ROS in reagira še z 
drugimi celičnim komponentami, kar lahko vodi do lažno pozitivnih rezultatov (Bonini in 
sod., 2006; Hoet in sod., 2013). 
 
3.4.1 Izvedba testa DCFH-DA 
 
Celice HepG2 smo dan pred izpostavitvijo izbranim ND nasadili na črno mikrotitersko 
ploščico z 96 luknjicami z ravnim dnom za gojenje celičnih kultur (Nunc, Naperville IL, 
ZDA). Za izvedbo poskusa smo uporabili gojišče MEM brez fenol rdečega (pH indikator), 
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saj lahko ta interferira z meritvijo fluorescence. Celice smo nasadili z gostoto 75.000 
celic/mL, kar ustreza gostoti 15.000 celic/na luknjico. Plošče smo inkubirali v celičnem 
inkubatorju pri 37 ºC in 5 % CO2 vlažni atmosferi približno 24 ur. 
 
Naslednji dan smo celicam odstranili medij in jih sprali z 200 μL 1 x PBS. Od tega 
trenutka dalje smo delali v temi, da smo preprečili bledenje fluorescence označevala. V 
vsako luknjico smo dodali 200 μL DCFH-DA (20 M) v 1 x PBS. Mikrotitersko ploščico 
smo z aluminijasto folijo zaščitili pred svetlobo in inkubirali pri 37 °C 30 min. Med 
inkubacijo smo pripravili ustrezne koncentracije testiranega vzorca ND v 1 x PBS. 
Obenem smo poleg testiranih koncentracij izbranih ND merili nastanek ROS pri kontrolni 
skupini, kontroli topila in pozitivni kontroli [0.5 mM tert-butil hidroperoksid (t-BOOH)]. 
Dobljene vrednosti smo primerjali na kontrolo topila. Pri kontroli gojišča smo celicam v 
mikrotiterski ploščici dodali 200 μL 1 x PBS, za kontrolo topila pa smo uporabili 1 x PBS 
z 1 % oziroma 0.1 v/v % raztopino topila, v katerem so bile pripravljene raztopine ND. 
  
Po 30 min inkubaciji smo odstranili DCFH-DA2, celice ponovno sprali z 1 x PBS in jih 
izpostavili pripravljenim koncentracijam ND. DCFH reagira z ROS in se spremeni v 
fluorescentni DCF. Spremembo fluorescence smo merili vsakih 30 minut med 5-urno 
inkubacijo s pomočjo spektrofluorimetra (Tecan, Genios, Avstrija) pri ekscitacijski valovni 
dolžini 485 nm in emisiji 530 nm. 
 
Test DCFH-DA smo za vsak vzorec izvedli v treh neodvisnih ponovitvah, vsako v petih 
paralelah. Podatke smo podali kot srednjo vrednost treh neodvisnih poskusov ± standardni 
odklon. Za statistično analizo podatkov smo uporabili enosmerno analizo variance 
(ANOVA). 
 
3.5 DOLOČANJE GENOTOKSIČNEGA POTENCIALA NANODELCEV V CELICAH 
HepG2 S TESTOM KOMET 
 
Gelska elektroforeza posamezne celice (SCGE, iz angl. Single Cell Gel Electrophoresis) 
ali test komet se uporablja za določanje genotoksičnosti na nivoju posameznih celic. 
Metodo sta leta 1984 razvila Östling in Johanson in se je sprva uporabljala le za 
zaznavanje dvoverižnih prelomov DNA, ki so posledica delovanja genotoksičnih snovi 
(Tice in sod., 2000). Danes najpogosteje uporabljeno alkalno različico testa komet, je leta 
1988 razvil Singh in sodelavci. V alkalnih pogojih pride do cepitve vezi in posledično 
razgradnje celične RNA na mestih, kjer so alkalno labilna mesta, na primer abazična 
mesta. Tako odstranimo RNA, ki bi nerazgrajena lahko motila kvantifikacijo rezultatov 
(Östling in Johanson, 1984; Singh in sod., 1988). 
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S testom komet lahko zaznamo enoverižne (SSB, iz angl. single-strand breaks) in 
dvoverižne prelome DNA (DSB, iz angl. double-strand breaks), alkalno labilna mesta 
(ALS, iz angl. alkaline labile sites), kot so apurinska in apirimidinska mesta, DNA-DNA in 
DNA-protein prečne povezave ter enoverižne prelome DNA, ki so posledica nepopolnega 
popravljalnega mehanizma celice (Tice in sod., 2000; Žegura in Filipič, 2004). Test komet 
se lahko uporablja tudi pri ugotavljanju popravljanja DNA poškodb (Singh in sod., 1988) 
in za določanje vpliva antioksidantov na sposobnost popravljanja napak DNA (Collins in 
sod., 1997). Test je primeren tudi za zaznavanje poškodb DNA, ki nastanejo kot posledica 
ROS.  
 
Test komet je enostaven, hiter, poceni, visoko občutljiv in primeren za zaznavanje 
različnih poškodb DNA. Pomankljivost je, da težje prepoznamo večje poškodbe DNA, kot 
so DNA adukti (iz angl. bulky adducts), ki nastanejo na gvanidinu ali verižne prelome 
DNA, ki jih na primer povzročata B(a)P in etil metansulfonat (EMS). Omejitev testa je tudi 
nastanek povezav DNA-DNA ali DNA-protein, kar moti potovanje DNA v električnem 
polju. DNA poškodbe, ki jih zaznamo pri testu, so lahko posledica citotoksičnosti, 
apoptoze ali nekroze celic in ne direktne genotoksičnosti preiskovanih spojin, kar lahko 
poveča možnost lažno pozitivnih rezultatov. Zaradi tega test komet izvajamo pri 
necitotoksičnih koncentracijah (Tice in sod., 2000; Wang J.J. in sod., 2007). Tako smo v 
magistrski nalogi najprej določili citotoksično delovanje ND s testom MTT, nato pa smo 
pri koncentracijah, ki niso povzročile zmanjšanja živosti za več kot 25 % (Henderson in 
sod., 1998), ugotavljali še genotoksično delovanje ND s testom komet. 
 
Test izvedemo tako, da suspenzijo tretiranih celic pomešamo z agarozo z nizko točko 
tališča (LMP) in nanesemo na objektna stekelca, na katere smo predhodno nanesli plast 
agaroze z normalno točko tališča (NMP) agaroze. Nato celice izpostavimo raztopini s pH 
10 in visoko koncentracijo soli ter detergentov, kar povzroči liziranje celic. Po razgradnji 
vseh komponent ostane edino gola DNA. Ta denaturira in se odvije v elektroforetskem 
pufru, ki ima pH > 13. V prvotni različici testa je elektroforeza potekala v nevtralnih 
pogojih, kjer se izrazi več DSB, pri alkalni elektroforezi pa ta poteka pri alkalnih pogojih, 
kjer se izraz več SSB. Pri pH > 13 pride do denaturacije in odvitja molekul DNA pri čemer 
dobimo enoverižno (ss, iz angl. single-strand) DNA. Pri elektroforezi v električnem polju 
fragmenti DNA, ki je negativno nabita, potujejo proti anodi in ustvarjajo videz kometa. Po 
elektroforezi sledi nevtralizacija DNA pri pH 7.5, ki jih do barvanja in analize shranimo na 
4 °C (Tice in sod., 2000).  
 
Za barvanje DNA lahko uporabimo različna fluorescenčna in nefluorescenčna barvila. Med 
fluorescenčnimi barvili se najpogosteje uporabljajo etidijev bromid (EtBr), priopijev jodid, 
DAPI (iz angl. 4,6,-diamidino-2-phenylindol), SYBER green I ter YOYO-1 (iz angl. ben- 
zoxazolium-4-quinolinum oxazole yellow homodimer), obenem pa se lahko uporabi tudi 
sredstvo, ki preprečuje bledenje barvila, saj fluorescenčna barvila hitro zgubljajo signal. Za 
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barvanje se lahko uporabi tudi srebrov nitrat, ki spada med nefluorescenčna barvila (Tice 
in sod., 2000). 
 
Analizo celic opravimo vizualno ali z računalniškimi programi (Slika 14). Jedra lahko 
analiziramo na več načinov, metrični pristop je najpogostejši. Računalniški program na 
podlagi razlike med intenziteto fluorescence glave kometa in njegovega repa kvantificira in 
izračuna različne parametre, ki opredeljujejo poškodbo DNA. Pogosto se uporabljajo:  
 % DNA, ki je potovala iz glave v rep kometa,  
 dolžina repa, ki je razdalja, ki jo DNA prepotuje v električnem polju iz glave do 
skrajne točke repa, 
 »Olivin« moment repa (angl. Olive tail moment) in podaljšan moment repa (angl. 
extended tail moment), ki opredelita % DNA v repu v povezavi z dolžino repa. 
 
V magistrskem delu smo poškodbe DNA opredelili s parametrom % DNA, ki potuje iz 
glave v rep kometa (Tice in sod., 2000; Žegura in Filipič, 2004). 
 
 
Slika 14: Posnetka jeder celic HepG2 tekom analize.  
Na levi strani vidimo nepoškodovano jedro (A) in na desni (B) poškodovano jedro z repom. 
 
3.5.1 Izvedba testa komet 
 
Celice HepG2 smo z gostoto ≈ 100.000 celic/mL nasadili na ploščo za gojenje celic z 12 
luknjicami (Corning Incorporated, ZDA). Tako pripravljene plošče smo inkubirali v 
celičnem inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2. Naslednji dan smo celicam odstranili medij, 
jih sprali z 1000 μL 1 x PBS, ter jih za 24 ur izpostavili z ustreznimi koncentracijami ND. 
Poleg testiranih koncentracij izbranih ND, smo naredili tudi negativno kontrolo, kontrolo 
topila ter pozitivno kontrolo. Za pozitivno kontrolo smo uporabili 50 μM BaP. 
 
Po 24 urah smo celicam odstranili medij z ND in jih dvakrat sprali z 1 mL 1x PBS, nato 
smo v vsako luknjico dodali 400 µL 0.1 % tripsina in počakali, da so se celice odlepile od 
podlage. Nato smo dodali 800 µL medija in suspenzijo celic iz vsake luknjice prenesli v 
A B 
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ustrezne mikrocentrifugirke. Sledilo je centrifugiranje pri 800 rpm 5 min pri sobni 
temperaturi. 
 
Na peskana objektna stekelca (Surgipath, Velika Britanija), ki smo jih čez noč razmastili v 
metanolu, smo nanesli plast 1 % NMP agaroze (80 µL), pokrili s krovnim stekelcem in dali 
v hladilnik, da se je agarozni gel strdil. Nato smo nanesli plast 1 % LMP agaroze (70 µL), 
ki smo jo pomešali s celično suspenzijo (30 µL), ki smo jo po centrifugiranju pripravili 
tako, da smo supernatant odstranili, celično usedlino pa resuspendirali v 60 µL svežega 
gojišča. 
Preparate s celicami smo prenesli za 10 min v hladilnik na +4 °C, da se je druga plast 
agaroznega gela in celic strdila. Nato smo jih položili v raztopino za liziranje (pH 10) 
(Preglednica 7), ki vsebuje detergent Triton X-100 (Fluka, Švica) za 60 min pri 4 °C. V 
naslednjem koraku smo preparate 20 minut inkubirali v elektroforetskem pufru 
(Preglednica 7) (pH > 13), kjer je potekalo alkalno odvijanje molekul DNA. Po 20 minutah 
smo DNA izpostavili električnemu polju (tok 300 mA oziroma napetosti 25 V) za 20 minut 
v hladilniku (4 °C). Po elektroforezi smo preparate inkubirali v nevtralizacijskem pufru 
(pH 7.5) (Preglednica 7) za 15 min pri 4 °C. 
 
Preglednica 7: Raztopine, ki smo jih uporabili pri testu komet. 
Vse raztopine, ki smo jih uporabli za test komet, smo pripravljali sproti. Za izvedbo testa morajo biti 
raztopine ohlajene, zato smo jih shranjevali pri + 4 °C. 







0.15 g 0.36 g Tris 6.5 mL EDTA 14.53 g Tris 
15 mL 1 x PBS 11.16 g EDTA 37.5 mL NaOH 300 mL dH2O 
 43.92 g NaCl 1206 mL dH2O  
 297 mL dH2O   
 *Tik pred uporabo smo 
dodali 3 mL detergenta 




Po končni nevtralizaciji smo s preparatov odstranili odvečen nevtralizacijski pufer in 
preparate shranili pri 4 °C do analize. DNA smo barvali z 20 μL EtBr (5 μg/mL). Etidijev 
bromid se kvantitativno veže na molekulo DNA in ima eksitacijski spekter med 515 in 560 
nm, zaporni filter pa pri 590 nm. 
 
Preparate smo pregledali s pomočjo fluorescenčnega mikroskopa Nikon Eclipse E800 
(Nikon, Japonska) pri 400-kratni povečavi. Slike smo zajeli in jih analizirali s programom 
Comet IV (Perceptive Instruments, Velika Britanija) (Slika 14). Program nam s posebnimi 
algoritmi poda več parametrov, ki določajo stopnjo poškodbe posameznega jedra. Za vsako 
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posamezno skupino (kontrole in ND izpostavljene skupine) smo ovrednotili 50 podatkov. 
V magistrski nalogi smo si za določevanje genotoksičnosti testiranih nanodelcev izbrali 
parameter »odstotek DNA v repu«. Odstotek DNA v repu nam pove, kolikšen odstotek 
DNA jedra je poškodovan oziroma kolikšna količina DNA je tvorila rep kometa, torej 
količino DNA, ki je v električnem polju potovala iz jedra, ali tako imenovane glave 
kometa, v rep kometa. Bolj kot je DNA poškodovana, več je potuje v rep kometa. 
 
Rezultati so podani kot % DNA v repu iz treh neodvisnih poskusov in so prikazani v obliki 
okvirjev z ročaji, ki prikažejo razpršenost podatkov. Za statistično analizo smo uporabili 
program GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, ZDA), pri čemer smo uporabili 
enosmerno analizo variance (ANOVA, Kruskal-Wallis). Z enosmerno analizo variance 
smo analizirali razlike med celicami, izpostavljenimi vzorcem ND in kontrolnimi celicami. 
Za primerjavo median odstotka DNA v repu smo uporabili test Dunnett, pri čemer smo za 
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4 REZULTATI 
4.1 NANODELCI POLI-KAPROLAKTONA (PCL), GOLI IN OBDANI S PGA 
 
Celice HepG2 smo izpostavili različnim koncentracijam (0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 in 1 v/v 
%) ND poli-ε-kaprolaktona (PCL), ki so bili goli in obdani/stabilizirani z različno 
vsebnostjo poli-glutaminske kisline (PGA) (0, 0.05, 0.5 in 1 %). 
 
4.1.1 Vpliv golih in s PGA obdanih ND PCL na živost celic HepG2  
 





PCL brez PGA PCL z 0.05% PGA
PCL z 0.5% PGA
*
PCL z 1% PGA












Slika 15: Vpliv golih in s PGA obdanih ND PCL, na živost celic HepG2.  
Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili različnim koncentracijam (0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 in 1 v/v %) ND 
PCL (A) brez PGA, (B) z 0.05 % PGA, (C) z 0.5 % PGA in (D) z 1 % PGA za 24 ur. (*) Statistično značilna 
razlika v živosti celic HepG2 glede na kontrolno skupino (Studentov t-test, p< 0.05). 
 
Iz rezultatov (Slika 15) je razvidno, da je bila živost celic HepG2 po 24-urni izpostavitvi 
ND PCL z različno vsebnostjo PGA statistično značilno znižana le pri vzorcu PCL z 0.05 
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4.1.2 Vpliv golih in s PGA obdanih ND PCL na oksidativni stres v celicah HepG2 
 













































































Slika 16: Vpliv ND PCL brez PGA na nastanek ROS pri celicah HepG2.  
(A) Prikazana je kinetika nastanka ROS med 5-urno izpostavitvijo ND PCL brez PGA pri koncentracijah 
0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 in 1 v/v %. (B) Prikazan je nastanek ROS kot relativno povišanje fluorescence, 
normalizirano na kontrolo, po 5-urni izpostavitvi ND PCL brez PGA pri koncentracijah 0.0001, 0.001, 0.01, 
0.1 in 1 v/v %. Kot pozitivno kontrolo (PC) smo uporabili 0.5 mM t-BOOH. (*) Statistično značilna razlika v 
nastanku ROS glede na kontrolno skupino (Studentov t-test, p< 0.05).  
 
Pri celicah, ki smo jih izpostavili PCL brez PGA, smo pri koncentracijah 0.01, 0.1 in 1 v/v 
% opazili naraščanje količine ROS s časom (Slika 16). Po 5-urni inkubaciji smo pri 
koncentracijah PCL brez PGA opazili statistično značilno povečanje intenzitete 
fluorescence, ki je bilo 2-krat povišano v primerjavi s kontrolo topila (Slika 16B).  
 





































































Slika 17: Vpliv ND PCL z 0.05 % PGA na nastanek ROS pri celicah HepG2. 
(A) Prikazana je kinetika nastanka ROS med 5-urno izpostavitvijo ND PCL z 0.05 % PGA pri koncentracijah 
0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 in 1 v/v %. (B) Prikazan je nastanek ROS kot relativno povišanje fluorescence, 
normalizirano na kontrolo, po 5-urni izpostavitvi ND PCL z 0.05 % PGA pri koncentracijah 0.0001, 0.001, 
0.01, 0.1 in 1 v/v %. Kot pozitivno kontrolo (PC) smo uporabili 0.5 mM t-BOOH. (*) Statistično značilna 
razlika v nastanku ROS glede na kontrolno skupino (Studentov t-test, p< 0.05).  
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Rezultati so pokazali (Slika 17A), od časa odvisno povišanje ROS v celicah HepG2 po 
izpostavitvi ND PCL z 0.05 % PGA brez statistično značilnih razlik v primerjavi s 
kontrolno skupino (0 %). 
 














































































Slika 18: Vpliv ND PCL z 0.5 % PGA na nastanek ROS pri celicah HepG2. 
(A) Prikazana je kinetika nastanka ROS med 5-urno izpostavitvijo ND PCL z 0.5 % PGA pri koncentracijah 
0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 in 1 v/v %. (B) Prikazan je nastanek ROS kot relativno povišanje fluorescence, 
normalizirano na kontrolo, po 5-urni izpostavitvi ND PCL z 0.5 % PGA pri koncentracijah 0.0001, 0.001, 
0.01, 0.1 in 1 v/v %. Kot pozitivno kontrolo (PC) smo uporabili 0.5 mM t-BOOH. (*) Statistično značilna 
razlika v nastanku ROS glede na kontrolno skupino (Studentov t-test, p< 0.05).  
 
S Slike 18 je razvidno, od koncentracije ND PCL z 0.5 % PGA in časa izpostavitve, 
odvisno povišanje ROS, ki se je statistično značilno razlikovalo od kontrolne skupine pri 
0.1 in 1 v/v % PCL v primeru, ko so ND obdani z 0.5 % PGA. 
 





































































Slika 19: Vpliv ND PCL z 1 % PGA na nastanek ROS pri celicah HepG2. 
(A) Prikazana je kinetika nastanka ROS med 5-urno izpostavitvijo ND PCL z 1 % PGA pri koncentracijah 
0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 in 1 v/v %. (B) Prikazan je nastanek ROS kot relativno povišanje fluorescence, 
normalizirano na kontrolo, po 5-urni izpostavitvi ND PCL z 1 % PGA pri koncentracijah 0.0001, 0.001, 0.01, 
0.1 in 1 v/v %. Kot pozitivno kontrolo (PC) smo uporabili 0.5 mM t-BOOH. (*) Statistično značilna razlika v 
nastanku ROS glede na kontrolno skupino (Studentov t-test, p< 0.05).  
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Rezultati kažejo, da med testiranimi koncentracijami (0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 in 1 v/v %) 
vzorca ND PCL z 1 % PGA (Slika 19) ni statistično značilnih razlik glede na kontrolno 
skupino. 
 
4.1.3 Vpliv golih in s PGA obdanih ND PCL na nastanek poškodb DNA – test komet 
 















































































Slika 20: Vpliv ND PCL (A) brez PGA, (B) z 0.05 % PGA, (C) z 0.5 % PGA in (D) z 1 % PGA na 
nastanek prelomov DNA pri celicah HepG2.  
Celice HepG2 smo izpostavili različnim koncentracijam ND PCL 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 in 1 v/v % (A) 
brez PGA, (B) z 0.05 % PGA, (C) z 0.5 % PGA in (D) z 1 % PGA za 24 ur. Za pozitivno kontrolo smo 
uporabili 50 µM BaP. Rezultate smo prikazali kot okvirje z ročaji. Spodnji del okvirja prikazuje prvi kvartil 
(Q1), prečka v okvirju označuje mediano (Q2), zgornji del okvirja pa tretji kvartil (Q3). Dolžina okvirja 
določa kvartilni razmik. Spodnji in zgornji ročaj določata 95 % interval zaupanja. Razliko med celicami, 
tretiranimi z vzorci in kontrolo, smo analizirali z enosmerno analizo variance (ANOVA, Kruskal-Wallis). (*) 
Statistično značilna razlika median odstotka DNA v repu tretiranih celic v primerjavi s kontrolo (Test 
Dunnet, p<0.05) 
 
Slika 20 (A-D) prikazuje % DNA v repu kometov po izpostavitvi celic HepG2 ND PCL, ki 
so obdani z različno koncentracijo PGA (A: brez PGA, B: 0.05 v/v % PGA, C: 0.5 v/v % 
in D: 1 v/v % PGA). 
 
Cundrič S. Preučevanje toksikološkega profila izbranih nanodelcev na celični liniji HepG2.     38 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
V celicah, ki so bile 24 ur izpostavljene delovanju različnim koncentracijam ND PCL brez 
PGA (Slika 20A), smo opazili povečan nastanek poškodb DNA v primerjavi s kontrolo 
topila (0), vendar povišanje ni bilo odvisno od doze. Največ poškodb smo zaznali pri 
koncentraciji 0.01 v/v %, statistično značilno od kontrole pa so se razlikovale tudi pri 
koncentracijah 0.1 in 1 v/v %. Poškodbe DNA pri najnižjih dveh koncentracijah 0.0001 ter 
0.001 v/v % se niso statistično značilno razlikovale od kontrole topila. 
 
Iz rezultatov, ki prikazujejo izpostavitev celic HepG2 ND PCL, obdanih z 0.05 % PGA 
(Slika 20B), je razvidno, da sta koncentraciji ND PCL 0.01 in 1 v/v % povzročili 
statistično značilno povišanje poškodb DNA glede na kontrolo topila. Tudi koncentracija 
0.1 % je nekoliko povišala količino prelomov DNA, vendar nesignifikantno. 
 
Po 24-urni izpostavitvi ND PCL, obdanih z 0.5 % PGA (Slika 20C) in 1% PGA (Slika 
20D), pri koncentracijah 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 in 1 v/v % nismo opazili statistično 
značilnega povišanja poškodb DNA. 
 
Rezultati poskusov z ND PCL so bili objavljeni v dveh znanstvenih člankih, katerih 
soavtorica sem: 
 Filipović N., Stevanović M., Nunić J., Cundrič S., Filipič M., Uskoković D. 2014. 
Synthesis of poly(e-caprolactone) nanospheres in the presence of the protective 
agent poly(glutamic acid) and their cytotoxicity, genotoxicity and ability to induce 
oxidative stress in HepG2 cells. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 117: 414-
424 in 
 Stupar P., Pavlović V., Nunić J., Cundrič S., Filipič M., Stevanović M. 2014. 
Development of lyophilized spherical particles of poly(epsilon-caprolactone) and 
examination of their morphology, cytocompatibility and influence on the formation 
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4.2 NANODELCI POLI-(MLEČNE-KO-GLIKOLNE) KISLINE (PLGA) Z 
INKAPSULIRANIMI NANODELCI SELENA 
  
Celice HepG2 smo izpostavili različnim koncentracijam (0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 in 1 v/v 
%) ND PLGA z inkapsulirnaimi ND Se (PLGA/SeNp) za 24 ur. 
 
4.2.1 Vpliv ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se na živost celic HepG2 
 

















Slika 21: Vpliv ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se na živost celic HepG2.  
Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili različnim koncentracijam (0.0001 %, 0.001 %, 0.01 %, 0.1 % in 1 v/v 
%) ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se. (*) Statistično značilna razlika v živosti celic HepG2 glede na 
kontrolno skupino (Studentov t-test, p< 0.05).  
 
Iz rezultatov je razvidno (Slika 21), da ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se po 24 urah 
izpostavitve statistično značilno znižajo preživetje celic HepG2 pri 0.1 v/v %. To znižanje 
ni biološko pomembno, saj se je živost celic pri koncentraciji 0.1 % znižala le za 4,9 %. Pri 
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4.2.2 Vpliv ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se na oksidativni stres v celicah HepG2 
 
















































Koncentracija ND PLGA z inkapsuliranimi



























Slika 22: Vpliv ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se na nastanek ROS pri celicah HepG2.  
(A) Prikazana je kinetika nastanka ROS med 5-urno izpostavitvijo ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se 
(PLGA/SeNp) pri koncentracijah 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 in 1 v/v %. (B) Prikazan je nastanek ROS kot 
relativno povišanje fluorescence, normalizirano na kontrolo, po 5-urni izpostavitvi ND PLGA s Se pri 
koncentracijah 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 in 1 v/v %. Kot pozitivno kontrolo (PC) smo uporabili 0.5 mM t-
BOOH. (*) Statistično značilna razlika v nastanku ROS glede na kontrolno skupino (Studentov t-test, p< 
0.05).  
 
Opazimo od koncentracije ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se in časa izpostavitve 
odvisno povišanje ROS, ki se statistično značilno razlikuje od kontrole topila le pri 1 v/v % 
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4.2.3 Vpliv ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se na nastanek poškodb DNA – test 
komet 
 

















Slika 23: Vpliv ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se na nastanek prelomov DNA pri celicah HepG2.  
Celice HepG2 smo izpostavili različnim koncentracijam ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se (0.0001, 0.001, 
0.01, 0.1 in 1 v/v %) za 24 ur. Za pozitivno kontrolo smo uporabili 50 µM BaP. Rezultate smo prikazali kot 
okvirje z ročaji. Spodnji del okvirja prikazuje prvi kvartil (Q1), prečka v okvirju označuje mediano (Q2), 
zgornji del okvirja pa tretji kvartil (Q3). Dolžina okvirja določa kvartilni razmik. Spodnji in zgornji ročaj 
določata 95 % interval zaupanja. Razliko med celicami, tretiranimi z vzorci in kontrolo smo analizirali z 
enosmerno analizo variance (ANOVA, Kruskal-Wallis). Za statistično analizo median odstotka DNA v repu 
v primerjavi s kontrolno smo uporabili test Dunnet. (***) Statistično značilna razlika median odstotka DNA 
v repu tretiranih celic v primerjavi s kontrolo (Test Dunnet, p<0.001). 
 
ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se niso statistično značilno povišali nastanka poškodb 
DNA v celicah HepG2 po 24-urni izpostavitvi (Slika 23). 
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4.3 NANODELCI SELENA, OBDANI Z BSA 
  
Celice HepG2 smo izpostavili različnim koncentracijam (0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01 in 
0.1 v/v %) ND Se, ki so bili obdani z 0.7 in 0.15 w/w % govejega serumskega albumina 
(BSA). 
 
4.3.1 Vpliv z BSA obdanih ND Se na živost celic HepG2 
 




150 ND Se z 0.7 w/w % BSA ND Se z 0.15 w/w % BSA
*
*











Slika 24: Vpliv različnih koncentracij vzorcev ND Se, obdanih z BSA na živost celic HepG2.  
Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili različnim koncentracijam (0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01 in 0.1 v/v %) 
ND Se, ki so bili obdani z BSA. ND Se so bili obdani z različno vsebnostjo BSA - Se z 0.7 w/w % BSA ter z 
0.15 w/w % BSA. (*) Statistično značilna razlika v živosti celic HepG2 glede na kontrolno skupino 
(Studentov t-test, p< 0.05).  
 
ND Se z 0.7 w/w % BSA po 24-urni izpostavitvi ni citotoksično deloval na celice HepG2 
(Slika 24). Zaznali pa smo povečano aktivnost mitohondrijskih sukcinat dehodrogenaz pri 
izpostavitvi ND Se z 0.7 w/w % BSA (Slika 24), ki je bila statistično značilno povečana 
(pribl. 110.3 %) pri koncentraciji 0.01 v/v %.  
Po 24-urni izpostavitvi celic HepG2 ND Se z 0.15 w/w % BSA opazimo statistično 
značilno znižanje preživelosti celic HepG2 pri koncentraciji 0.1 v/v %, vendar je živost 
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4.3.2 Vpliv z BSA obdanih ND Se na oksidativni stres v celicah HepG2 
 












































































Slika 25: Vpliv ND Se, obdanih z 0.7 w/w % BSA, na nastanek ROS pri celicah HepG2. 
(A) Prikazana je kinetika nastanka ROS med 5-urno izpostavitvijo ND Se z 0.7 w/w % BSA pri 
koncentracijah 0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01 in 0.1 v/v %. (B) Prikazan je nastanek ROS kot relativno 
povišanje fluorescence, normalizirano na kontrolo, po 5-urni izpostavitvi ND Se z 0.7 % (w/w) BSA, pri 
koncentracijah 0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01 in 0.1 v/v %. Kot pozitivno kontrolo (PC) smo uporabili 0.5 mM 
t-BOOH. (*) Statistično značilna razlika v nastanku ROS glede na kontrolno skupino (Studentov t-test, p< 
0.05).  
 
Slika 25 prikazuje kinetiko nastanka ROS v celicah HepG2, ki so bile za 24 ur 
izpostavljene ND Se z 0.7 w/w % BSA. Opazimo od časa odvisno povišanje ROS, ki 
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Slika 26: Vpliv ND Se, obdanih z 0.15 w/w % BSA, na nastanek ROS pri celicah HepG2. 
(A) Prikazana je kinetika nastanka ROS med 5-urno izpostavitvijo ND Se z 0.15 w/w % BSA, pri 
koncentracijah 0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01 in 0.1 v/v %. (B) Prikazan je nastanek ROS kot relativno 
povišanje fluorescence, normalizirano na kontrolo, po 5-urni izpostavitvi ND Se z 0.15 w/w % BSA pri 
0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01 in 0.1 v/v %. Kot pozitivno kontrolo (PC) smo uporabili 0.5 mM t-BOOH. (*) 
Statistično značilna razlika v nastanku ROS glede na kontrolno skupino (Studentov t-test, p< 0.05). 
 
Slika 26 prikazuje kinetiko nastanka ROS v celicah HepG2, ki so bile za 24 ur 
izpostavljene ND Se z 0.15 w/w % BSA. Opazimo od časa odvisno povišanje nastanka 
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4.3.3 Vpliv z BSA obdanih ND Se na nastanek poškodb DNA – test komet 
 






































Slika 27: Vpliv ND Se, obdanih z BSA, na nastanek prelomov DNA. 
Celice HepG2 smo izpostavili različnim koncentracijam (0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01 in 0.1 v/v %) ND Se, 
obdanih z 0.7 (A) in 0.15 w/w % BSA (B) za 24 ur. Za pozitivno kontrolo smo uporabili 50 µM BaP. 
Rezultate smo prikazali kot okvirje z ročaji. Spodnji del okvirja prikazuje prvi kvartil (Q1), prečka v okvirju 
označuje mediano (Q2), zgornji del okvirja pa tretji kvartil (Q3). Dolžina okvirja določa kvartilni razmik. 
Spodnji in zgornji ročaj določata 95 % interval zaupanja. Razliko med celicami, tretiranimi z vzorci in 
kontrolo, smo analizirali z enosmerno analizo variance (ANOVA, Kruskal-Wallis). (***) Statistično značilna 
razlika median odstotka DNA v repu tretiranih celic v primerjavi s kontrolo (Test Dunnet, p<0.001). 
 
Rezultati so pokazali, da ND Se z 0.7 w/w % BSA (Slika 27A) in ND Se z 0.15 w/w % 
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5 RAZPRAVA 
 
Uporaba nanomaterialov in ND se na različnih področjih povečuje, zato so potrebne 
študije, s katerimi ocenimo njihovo ustreznost za uporabo v bioloških sistemih. Objavljene 
literature o toksičnem delovanju nanodelcev, ND PCL, PLGA in Se, ki smo jih preučevali 
v magistrski nalogi, je zelo malo. Največ študij je objavljenih za ND PLGA. Za opredelitev 
varnosti ND, predvsem kadar se ti uporabljajo v medicinske in živilske namene, moramo 
preučiti njihovo morebitno toksično delovanje, ki vključuje citotoksične in genotoksične 
učinke ter vpliv na nastanek oksidativnega stresa. Rezultati različnih študij se med seboj 
razlikujejo zaradi različnih postopkov testiranja toksičnosti, zato moramo biti pri 
interpretaciji rezultatov pazljivi (Moore in sod., 1996). Pri proučevanju učinkov ND se 
uporabljajo različne celične linije/testni sistemi, metode testiranja in pogoji izpostavitve, 
do razlik med samimi ND pa lahko prihaja že pri njihovi sintezi (Suh in sod., 2009). 
Obenem ND lahko tvorijo agregate, difundirajo ali sedimentirajo. Te lastnosti so odvisne 
od narave gojišča in tipa ND, kar lahko vpliva na njihov transport v celice. Tako je možna 
napačna razlaga dobljenih rezultatov z in vitro testi (Teeguarden in sod., 2007). 
 
V našem delu smo želeli določiti, ali imajo ND PCL, PLGA in Se citotoksične oziroma 
genotoksične učinke oziroma ali povzročajo oksidativni stres in vitro, kar smo preučevali 
na modelu s celicmi humanega hepatoma, HepG2. Celična linija HepG2 je pogosto 
uporabljena tudi pri študijah ugotavljanja toksičnosti ND (Romero in sod., 2010; Ahamed 
in sod., 2013). Celice HepG2 imajo ohranjene encime I. in II. faze, kar pomeni, da so 
metabolno aktivne (Knasmüller in sod., 1998). Vendar to za našo nalogo niti ni 
pomembno, saj nanodelci ne potrebujejo metabolne aktivacije, so pa jetra, kot glavni organ 
presnove telesu tujih snovi pomembna tarča morebitnega toksičnega delovanja ND. V 
toksikoloških študijah je pomemben izbor celic, saj vse celice niso enako občutljive 
(Romero in sod., 2010; Singh in Ramaro, 2013). Singh in Ramaro (2013) sta v svojem delu 
pokazala, da so za zaznavanje toksičnih učinkov polimernih ND celice makrofagov RAW 
264.7 veliko bolj občutljive od celic pljučnega adenokarcinoma A549, manj so občutljive 
HepG2 celice, sledijo epitelne pljučne celice A498, najmanj občutljive pa so celice 
nevroblastoma Neuro 2A. 
 
V magistrskem delu smo testirali tri različne vzorce ND: ND poli-ε-kaprolaktona (PCL) 
gole in stabilizirane s poli-glutaminsko kislino (PGA), ND poli-(mlečne-ko-glikolne) 
kisline (PLGA) z inkapsuliranimi ND selena (Se) ter ND Se, stabilizirane z govejim 
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5.1 NANODELCI POLI-KAPROLAKTONA (PCL), GOLI IN OBDANI S PGA 
 
Polimerni ND so obetajoč način za dostavo zdravil, vendar je malo znanega o njihovi 
morebitni toksičnosti. Glavna pot odstranjevanja ND PCL iz sistema poteka preko jeter in 
vranice (Singh in Ramarao, 2013).  
 
V magistrski nalogi smo želeli ugotoviti, ali ND PCL z različno koncentracijo PGA 
povzročajo verižne prelome DNA in ali povzročajo oksidativen stres, kar smo preučevali 
na modelu celične linije HepG2. PGA ima obenem vlogo stabilizatorja in krioprotektanta 
(Filipović in sod., 2014). S tehniko elektronske mikroskopije so pokazali, da uporaba 
stabilizatorja PGA vpliva na obliko in aglomeracijo ND PCL (Filipčić in sod., 2014) (Slika 
5).  
 
5.1.1 Vpliv golih in s PGA obdanih ND PCL na živost celic HepG2 
 
Rezultati so pokazali, da ND PCL niso pomembno znižali živosti HepG2 celic, razen pri 
ND PCL z 0.05 % PGA pri koncentraciji 0.1 v/v %, vendar ta vpliv ni biološko 
pomemben, saj je bila živost znižana za največ 16 % (Slika 15). To sklepamo tudi zato, ker 
živost pri višjih koncentracijah ND PLC ni bila znižana. Predhodne objave kažejo, da so 
ND PCL, obdani s PGA, stabilni (Filipčić in sod., 2014), zato sklepamo, da se ND v tako 
kratkem času ne razgrajujejo. To je v skladu z dejstvom, da se polimer PCL razgrajuje 
počasneje kot drugi biorazgradljivi polimeri (Salgado in sod., 2012). Singh in Ramaro 
(2013) sta v študiji preučila možne toksične učinke polimernih ND, med njimi tudi ND 
PCL, na različne tipe celic. Pri koncentraciji 300 in 1000 µg/mL sta opazila od 
koncentracije odvisno znižanje živosti mišjih celic makrofagov RAW 264.7, ki so bile več 
kot 72 ur izpostavljene ND PCL. Delitveni čas celic RAW 264.7 je približno 12 ur (Iloki 
Assanga in sod., 2013). Pri celicah, ki so bile 48 ur izpostavljene različnim polimernim 
ND, nista opazila zmanjšanja živosti celic. Citotoksičnost pripisujeta razgradnji ND PCL 
(Singh in Ramaro, 2013). Obenem pa sta pokazala, da ima pri celični smrti pomembno 
vlogo tudi povišanje osmolarnosti, ki naraste ob znotrajcelični razgradnji polimernih ND 
(Singh in Ramaro, 2013).  
Drugi vzorci ND PCL brez PGA, PCL z 0.5 % PGA in PCL z 1 % PGA niso značilno 
vplivali na živost celic HepG2 (Slika 15).  
 
5.1.2 Vpliv golih in s PGA obdanih ND PCL na oksidativni stres v celicah HepG2 
 
Oksidativni stres nastane zaradi porušitve homeostaze med nastankom prostih radikalov – 
oksidantov, in sposobnostjo celice, da odstrani nastale ROS oziroma, da omeji že nastalo 
škodo. Vpliv ND na nastanek oksidativnega stresa pri celicah HepG2 smo določevali s 
testom DCFH-DA. Pri interpretaciji in primerjavi rezultatov merjenja ROS s testom 
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DCFH-DA je potrebna previdnost, saj prihaja do razlik med poskusi (Hoet in sod., 2013). 
Iz literaturnih podatkov je znano, da številni ND povzročajo povišan nastanek ROS, kar je 
osnovni mehanizem njihovega toksičnega delovanja (Nel in sod., 2006, Singh in Ramarao, 
2013). 
 
Ugotovili smo, da ND PCL z 0.05 % PGA (Slika 17) in PCL z 1 % PGA (Slika 19) niso 
povzročili povišanega oksidativnega stresa v celicah HepG2. V nasprotju s tem pa smo 
ugotovili, da so ND PCL brez PGA (Slika 16) in PCL z 0.5 % PGA (Slika 18), pri najvišjih 
koncentracijah 0.1 in 1 v/v %, od časa odvisno statistično značilno povišali nastanek 
znotrajceličnih ROS. Močnejši odziv smo zaznali pri celicah, ki so bile izpostavljene 
vzorcu ND PCL brez PGA. Ti rezultati nakazujejo, da lahko PGA preprečuje ali zavira 
nastanek ROS, saj smo v prisotnosti PGA zaznali manj ROS kot pa v primeru, ko so bili 
ND PCL brez PGA. Vendar rezultati nakazujejo, da učinki niso pogojeni (ne naraščajo) z 
naraščajočo koncentracijo dodanega PGA. Potrebno je omeniti, da so bile razlike, ki smo 
jih zaznali, zelo majhne in na podlagi dobljenih rezultatov ne moremo trditi, da ima PGA 
antioksidativen značaj. 
 
5.1.3 Vpliv golih in s PGA obdanih ND PCL na nastanek poškodb DNA – test komet 
 
Določanje genotoksičnega potenciala preučevanih snovi je pomemben del toksikoloških 
študij. S testom komet, ki zaznava enoverižne in dvoverižne prelome DNA, želeli določiti 
genotoksičen potencial golih ND PCL ter stabiliziranih z različnimi koncentracijami PGA. 
Celice HepG2 smo izpostavili različnim koncentracijam (0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 in 1 v/v 
%) golih ND PCL z različno koncentracijo PGA stabiliziranih ND PCL (0, 0.05, 0.5 in 1 
%) za 24 ur, ter nato ugotavljali nastanek poškodb DNA. Naši rezultati so pokazali rahlo, a 
statistično značilno povišanje DNA prelomov, pri vzorcu golih ND PCL pri treh najvišjih 
koncentracijah 0.01, 0.1 in 1 v/v % (Slika 20). Povišanje DNA prelomov smo določili tudi 
pri vzorcu ND PCL z 0.05 % PGA, in sicer le pri najvišjih testiranih koncentracijah 0.1 in 
1 v/v %. Pri vzorcu ND PCL z 0.5 % PGA in ND PCL z 1 % PGA pa povišanja števila 
prelomov DNA nismo zaznali. Na podlagi teh rezultatov vidimo, da je vzorec golih ND 
PCL brez PGA povzročili več DNA prelomov kot vzorci ND PCL, ki so bili sintetizirani z 
dodatkom PGA. Ponovno lahko predpostavimo, da PGA zmanjša genotoksičen učinek ND 
PCL, ki ga ti povzročijo v celicah HepG2 (Filipović in sod., 2014). Glede na to, da so goli 
ND PLC povzročili povišan nastanek ROS, sklepamo, da so ROS vzrok za nastanek DNA 
verižnih prelomov, vendar bi bile potrebne nadaljnje raziskave, da bi lahko to z 
zagotovostjo trdili.  
 
ND PCL so preučevani tudi kot dostavni sistemi za antigene, cepiva (Bansal in sod., 2015). 
Bansal in sod. (2015) so preučevali toksičnost cepiva z ND PCL na aluminijevi osnovi in 
vivo na albino švicarskih miših in ugotovili, da ti niso povzročili histopatoloških sprememb 
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v jetrnih celicah, sprememb pa niso zaznali tudi v vzorcih možganov, srca, vranice in 
ledvic. Histološke spremembe, ki so posledica vnetja, so opazili le v jetrih miši, ki so bile 
imunizirane z običajnim cepivom proti tetanusu, ki, kot adjuvans, vsebuje aluminijev 
fosfat. 
5.2 NANODELCI POLI-(MLEČNE-KO-GLIKOLNE) KISLINE (PLGA) Z 
INKAPSULIRANIMI NANODELCI SELENA 
 
V magistrski nalogi smo želeli ugotoviti, ali ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se 
povzročajo verižne prelome DNA in ali povzročajo oksidativen stres, kar smo preučevali 
na modelu celične linije HepG2. Velikost delcev PLGA je bila približno 1000 nm, velikost 
najmanjših inkapsuliranih ND Se pa okoli 50 nm. Velikost so določili na Inštitutu 
tehničnih znanosti Srbske akademije znanosti in umetnosti v Beogradu, Srbija. 
 
5.2.1 Vpliv ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se na živost celic HepG2 
 
Rezultati so pokazali, da ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se niso imeli citotoksičnega 
vpliva na celice HepG2, razen pri koncentraciji 0.1 v/v %, kjer pa smo zaznali le 5 % 
zmanjšano viabilnost celic (Slika 21). To nakazuje in obenem potrjuje biokompatibilnost 
polimernih ND PLGA. Po hidrolizi PLGA nastanejo monomeri PLA in PGA in lahko 
vstopijo v Krebsov cikel, kjer se metabolizirajo. Ali je do razgradnje polimernih ND 
PLGA in sproščanja inkapsuliranih ND Se iz polimernega matriksa tekom raziskav prišlo, 
ne vemo, a predvidevamo, da po 24 urah do razgradnje PLGA ni prišlo. PLGA se 
razgrajuje hitreje, kot na primer polimer PCL, ki smo ga tudi preučevali v magistrski 
nalogi. Razgradnja oziroma erozija polimernih ND je odvisna od velikosti delca. Glede na 
teoretični model (von Bukersroda in sod., 2002) in velikost preučevanih ND PLGA 
(približno 1000 nm), bi se preučevani ND razgradili z globinsko erozijo celih delcev.  
 
Objavljenih je več znanstvenih del, ki opisujejo enkapsulacijo zdravilnih učinkovin znotraj 
polimera PLGA (Alqahtani in sod., 2015; Stevanović in sod., 2014). Stevanović in sod. 
(2014) so preučevali ND srebra, ki so jih skupaj z vitaminom C inkapsulirali znotraj PLGA 
matriksa (PLGA/AgNpPGA/vitamin C). V delu so pokazali, da delci niso znižali živosti 
HepG2 celic po 24-urni izpostavitvi. Tudi ND PLGA in s hitosanom obdani ND PLGA 
(PLGA-hitosan) naj bi bili obetajoč dostavni sistem za slabo vodotopne spojine, kot so na 
primer tokotrienoli in α-tokoferoli, saj povečajo njihov prevzem v celice. Obenem delci 
PLGA in PLGA-hitosan niso zmanjšali živosti celične linije Caco-2 za več kot 5 %. Še 
več, pokazali so, da imajo ND PLGA-hitosan antioksidativno delovanje (Alqahtani in sod., 
2015). Tudi Javda in Labhasetwar (2002), pri koncentraciji 62.5–500 µg/mL, nista 
dokazala zmanjšane živosti celic HUVEC, ki so bile izpostavljene ND PLGA z 
inkapsuliranim BSA. V literaturnih podatkih najdemo tudi študije, ki preučujejo vpliv 
stabilizatorjev na citotoksičnost PLGA živost testnih sistemov, celic. Grabowski in sod. 
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(2015) je v študijo vključil ND PLGA, ki so bili sintetizirani z različnimi stabilizatorji in 
gole ND PLGA. Pokazal je, da goli ND PLGA, brez stabilizatorjev, pri nizkih 
koncentracijah ne delujejo citotoksično in ne vplivajo na tvorbo znotrajceličnih ROS v 
človeški monocitni celični liniji THP-1 (iz angl. human-like THP-1 macrophages). Pri 
koncentracijah, višjih od 1 mg/mL, naj bi bila citotoksičnost posledica prisotnosti različnih 
stabilizatorjev (hitosana, poloksamera 188 in polivinil alkohola). ND PLGA, ki so obdani z 
BSA, so manj citotoksični kot ND PLGA, ki so obdani s PEI, po 48-urni izpostavljenosti 
(Romero in sod., 2010). 
 
5.2.2 Vpliv ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se na oksidativni stres v celicah HepG2 
 
Rezultati so pokazali, da so ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se povzročili povišan 
nastanek znotrajceličnih ROS v celicah HepG2 pri koncentraciji 1 v/v %. Povišanega 
nastanka znotrajceličnih ROS pri preostalih testiranih koncentracijah ND PLGA z 
inkapsuliranimi ND Se (0.0001, 0.001, 0.01 ter 0.1 v/v %) nismo opazili (Slika 22). 
Grabowski in sod. (2015) je ugotovil, da goli ND PLGA ne povišajo nastanka 
znotrajceličnega ROS v monocitni celični liniji THP-1. Tudi porozni ND PLGA ne 
povzročijo tvorbe znotrajceličnega ROS (Stevanovič in sod., 2011). 
 
5.2.3 Vpliv ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se na nastanek poškodb DNA – test 
komet 
 
Naši rezultati so pokazali, da ND PLGA z inkapsuliranimi ND Se nimajo genotoksičnega 
vpliva in ne povzročajo poškodb DNA v celicah HepG2 (Slika 23). Tudi Kazimirova in 
sod.. (2012) je s testom komet pokazala, da kopolimer PLGA-PEO (iz angl. poly-lactic-co-
glycolic acid–polyethylene oxide) ne deluje citotoksično ter ne povzroči prelomov in 
oksidativnih lezij DNA v celicah človeškega limfoblasta TK6. 
  
5.3 NANODELCI SELENA, OBDANI Z BSA 
  
Se naj bi imel antioksidativno delovanje (Valko in sod., 2014), vendar pa v previsokih 
koncentracijah lahko deluje kot pro-oksidant. Predvideva se, da je glavni način toksičnega 
delovanja različnih spojin/oblik Se, tvorba ROS in nastanek oksidativnega stresa, ki vodi v 
apoptozo. Se naj bi imel protirakavo delovanje – lahko ustavi celično delitev ter stimulira 
nastanek IFN-γ in ROS (Luo in sod., 2012; Faghfuri in sod., 2015). Znano je, da je 
toksičnost Se odvisna od njegove kemijske oblike (Lavatayova in sod., 2008; Yang in Jia, 
2014) ter od uporabljene doze (Letavayova in sod., 2008). Med različnimi oblikami Se naj 
bi bila najmanj toksična oblika elementarnega Se0 (Estevez in sod., 2014).  
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V magistrski nalogi smo želeli ugotoviti, ali ND Se, obdani z BSA, povzročajo oksidativen 
stres in/ali verižne prelome DNA. Preučevali smo dva vzorca, ki sta se razlikovala v 
koncentraciji uporabljenega stabilizatorja BSA: vzorec z višjo koncentracijo BSA, ND Se z 
0.7 w/w % BSA, ter vzorec z nižjo koncentracijo BSA, ND Se z 0.15 w/w % BSA. 
Oplaščenje ND z BSA vpliva na hitrost prevzema ND PLGA v celice (Romero in sod., 
2010). ND Se z BSA so bili veliki približno 60 nm.  
 
5.3.1 Živost celic po izpostavitvi ND Se, obdanih z BSA 
 
Rezultati so pokazali, da ND Se, obdani z BSA, niso pomembno vplivali na živost celic 
HepG2.  
ND elementarnega Se0, ki so obdani s hitosanom, so manj citotoksični od drugih kemijskih 
oblik Se (Estevez in sod., 2014). In vivo raziskave na miših so pokazale, da ND Se in Se-
metilselenocistein povzročijo poškodbe jeter in nastanek malondialdehida (MDA), ki je 
produkt od ROS odvisne peroksidacije lipidov (Zhang in sod., 2008). Vendar so ND Se 
manj toksični od Se-metilselenocisteina, hkrati pa imajo enako učinkovitost pri dvigu 
aktivnosti selenoencimov in glutation S-transferaze (Zhang in sod., 2008). 
 
 
5.3.2 Vpliv ND Se, obdanih z BSA, na oksidativni stres v celicah HepG2 
 
ND Se, obdani z 0.15 w/w % BSA v celicah HepG2 niso povzročili povečanega nastanka 
znotrajceličnih ROS (Slika 25), ND Se obdani z 0.7 v/v % BSA pa so povzročili rahlo, 
vendar statistično značilno povečano tvorbo ROS le pri koncentraciji 0.1 % (Slika 26). Pri 
pregledu literature nismo našli člankov, ki bi opisovali vpliv ND Se na tvorbo ROS in 
oksidativni stres v in vitro pogojih. 
 
5.3.3 Vpliv ND Se, obdanih z BSA, na nastanek poškodb DNA – test komet 
 
V magistrski nalogi smo s testom komet želeli določiti genotoksičen potencial ND Se. 
obdanih z 0.7 w/w % BSA, in ND Se, obdanih z 0.15 w/w % BSA, kot stabilizatorja. 
Ugotovili smo, da ND Se z 0.7 w/w % BSA (Slika 28A) in ND Se z 0.15 w/w % BSA 
(Slika 28B) ne povzročijo DNA verižnih prelomov.  
 
Yang in Jia (2014) sta s tremi (test Ames, test mikrojeder in test deformiranih mišjih 
semenčic (iz angl. mouse sperm malformation assay)) genotoksikološkimi testi pokazala, 
da Se-metilselenocistein (SeMSC), organska oblika Se, ob oralnem zaužitju ni deloval 
genotoksično, vendar so opazili rahlo citotoksičnost SeMSC. Levatayova in sod., (2008) so 
preučevali genotoksičnost treh različnih spojin/oblik selena, (natrijevega selenita, 
selenometionina in SeMSC) na kvasovko Saccharomyces cerevisiae in pokazali, da ima 
Cundrič S. Preučevanje toksikološkega profila izbranih nanodelcev na celični liniji HepG2.     52 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
spojina SeL oksidativen in mutagen vpliv na celice S. cerevisiae. SeL povzroči nastanek 
superoksida ter dvojne prelome DNA, mutacije (premik bralnega okvirja) in navsezadnje 
celično smrt, ki je bila najbolj izrazita v eksponenti fazi rasti celic. Predvidevajo, da naj bi 
bila mutagenost SeL posledica oksidativnih poškodb (Letavayova in sod., 2008). Podobne 
rezultate so dobili Moore in sod. (1996), ki so v študiji testirali selen monosulfid (SeS) in v 
in vivo študiji na podganah pokazali, da naj bi bil SeS šibek mutagen. 
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6 SKLEPI 
 
 Nobeden od preiskovanih vzorcev ND, ki so vključevali gole in s PGA stabilizirane 
ND PCL, ND PLGA z inkapsuliranim Se in ND Se, obdane z BSA, ni vplival na 
živost HepG2 celic. Testirani vzorci torej niso citotoksični. 
 
 Goli ND PCL so povzročili tvorbo ROS kot tudi verižnih prelomov DNA. Z 0.5 % 
in 0.05 % PGA stabilizirani ND PCL so povzročili tvorbo ROS oziroma verižne 
prelome DNA, medtem, ko z 1 % PGA stabilizirani ND PCL tvorbe ROS in 
verižnih prelomov DNA niso povzročili. To kaže na morebitno zaščitno delovanje 
dodatka PGA pred nastankom ROS in poškodb DNA. Za potrditev te ugotovitve bi 
bile potrebne nadaljnje raziskave. 
 
 ND PLGA z inkapsuliranim Se niso povzročili poškodb DNA, rahlo povečanje 
tvorbe ROS pa so povzročili le pri najvišji tesirani koncetraciji (1 v/v %). Ti 
rezultati potrjujejo biokompatibilnost ND PLGA z inkapsuliranim Se. 
 
 ND Se, obdani z 0.15 % ali 0.7 w/w % BSA, niso povzročili poškodb DNA, 
medtem, ko so ND Se, obdani z 0.7 w/w % BSA, le pri najvišji testirani 
koncentraciji, povzročili rahlo povečanje tvorbe ROS. Ti rezultati potrjujejo 
biokompatibilnost ND Se, obdanih z BSA. 
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7 POVZETEK 
 
Uporaba nanotehnologije na različnih področjih še vedno dosega strm vzpon, saj zaradi 
napredka v znanosti naraščajo tudi možnosti uporabe nanodelcev in/ali nanomaterialov v 
različnih panogah. Prednost polimernih materialov je, da so biorazgradljivi in 
biokompatibilni, zato se pogosto preučujejo in tudi že uporabljajo v medicini. Tudi selen se 
preučuje za uporabo v medicini, vendar je znano, da v prevelikih koncentracijah, lahko 
deluje celo genotoksično in karcinogeno. Lastnosti nanodelcev so tako velikokrat 
popolnoma drugačne od lastnosti večjih delcev iz enakih materialov. Zaradi majhnosti so 
ND visoko reaktivni in lahko tudi toksični. Cilj magistrskega dela je bila določitev 
citotoksičnega, oksidativnega in genotoksičnega potenciala ND PCL brez PGA, ND PCL z 
0.05 % PGA, ND PCL z 0.5 % PGA in ND PCL z 1 % PGA, ND PLGA z inkapsuliranimi 
ND Se in ND Se obdani z 0.15 % ali 0.7 w/w % BSA. Teh ND v splošnem ne moremo 
prosto primerjati med seboj. Živost celic (citotoksičnost) smo ugotavljali s testom MTT, 
oksidativni vpliv s testom DCFH-DA in genotoksičen potencial s testom komet. Za testni 
sistem smo izbrali človeške jetrne celice hepatocelularnega karcinoma, HepG2 celice, ki 
smo jih izpostavili ND za 24 ur. Vpliv ND na nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) 
smo proučevali v 5-urni reakciji, kjer smo nastanek ROS merili v polurnih intervalih. Iz 
dobljenih rezultatov lahko zaključimo, da nobeden od preučevanih vzorcev ni biološko 
pomembno vplival na živost HepG2 celic, ter da večina ni povzročila značilnega povišanja 
DNA pokodb in oksidativnega stresa pri celicah HepG2. Izjema so goli ND PCL, pri 
katerih smo določili večjo količino znotrajceličnih ROS in verižnih prelomov DNA v 
primerjavi s kontrolno skupino. To potrjuje hipotezo, da sta povzorčanje tvorbe ROS in 
pošodb DNA odvisni od vrste ND. Na drugi strani pa na podlagi rezultatov lahko ovržemo 
predhodno postavljene hipoteze, kjer smo predvidevali, da bodo ND vplivali na živost celic 
in da bodo povzročali poškodbe DNA ter oksidativen stres v odvisnosti od za tretiranje 
uporabljene doze. Za natančnejšo določitev delovanja ND bi morali vključiti še dodatna 
testiranja, kot na primer vpliv ND na stabilnost genoma ter spremembe na celični in 
molekularni ravni. Poleg tega bi bilo z nadalnjimi raziskavami zanimivo podrobneje 
proučiti potencialno zaščitno delovanje oplaščenja ND s PGA pred nastankom 
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